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CAPITULO 1.



Introduccion

Introduccion

Sin duda. la funcion basica del sistema inmune es fa de asegurar la
integridad del individuo, inclusive ta proteccion contra microorganismos
parisitos. mediante la comunicacion a través de interacciones moleculares y
celulares que tienden a mantener un equilibrio dentro del reconocimiento de lo

propio y lo extraiio.

En un intento de control, sobrevivencia y permanencia en el organismo
huésped. algunos microorganismos patogenos. dentro de los que destaca el
Citomegalovirus Humano (HCMV), han desarrollado evolutivamente formas y
mecanismos de evasion a la deteccion por el sistema de defensa para asi prevenir

el desencadenamiento de las fases efectoras de la respuesta inmune,

El Citomegalovirus humano, miembro de la familia de los heipes-virus, es
un patogeno ubicuo que se encuentra ampliamente distribuido en {a poblacion
abierta v es capaz de causar un espectro de enfermedad que va desde el
establecimiento de una infeccion persistente pero asintomatica, hasta un dafio fatal:
canstituye una de las principales causas de morbi-mortalidad en recién nacidos e
individuos inmunosuprimidos. En los tltimos afios las infecciones oportunisticas
por este virus se han multiplicado en nimero y complejidad con la explosion del
SIDA y el incremento de otras condiciones de inmunodeficiencias naturales y/o
iatrogénicas,

De las diversas sumas efectoras de fa respuesta inntune. hay algunas
evidencias de que la respuesta mediada por anticuerpos no ¢s efeetiva en la

generacion de un estado de proteccion. v que los linfocitos T citotoxicos CD8+

(]



Introduceion

(CTLs) pueden ser de definitiva importancia en k- eficiente resolucion de la
infeccion por HCMV. Par un lado. se ha observado mayor susceptibilidad al virs
en individuos con deficiencias en la inmunidad celular, v se ha asociado el
desarratlo de CTLs especificas en pacientes receptores de transplantes de médula
asea v rifion con un estado de prateccion contra la enfermedad por HCMV, aunque
por otro, se ha reportado que en la infeceion in vitro los CTLs generados tienen
como blanco principal las proteinas virales inmediatas tempranas y que en ctapas
tardias hay un pobre reconocimiento inmune y las células infectadas son

resistentes a la lisis por CTLs.

Se conocen varios mecanismos que ol HCMV ha desarrollado para evadir fa
respucsta inmune. Su latencia y la infeecion en continvidad le reducen la
posibilidad de ser detectado por ef sistema inmune. Ademds. el virus puede unir a
su envoltura inmunoglobulinas G a través de su region Fe y también moléculas de
f3-2 microglobulina. con lo que evita la lisis mediada por anticuerpos y le permite
un efecto de enmascaramiento.  Asi mismo, su capacidad de hacer mimetismo
molecular, a través de fa expresion de polipéptidos que comparten secuencias con
proteina G celular acoplada a receptores, y con receplores de quimiocinas, por un
lado. y I inmunosupresion que induce, alterando algunas funciones de monocitos
y macrafagos, no pertiten el desarrollo de una adecuada respuesta inmune.

Finalmente, la  disminucion de la  expresion de moléculas de
histocompatibilidad de clase 1 y I en la superficie de células infectadas, al parecer
impide que antigenos virales sean presentados a linfocitos T CD8+ (afectando la

citotoxicidad celular) y alinfocitos T CD4+ (evitando 1a cooperacion celular),

L)



Iniroduccion

125 evidente que estos hallazgos pueden significar un dristico impacto en la
cliciencia de fa resolucion de Ja infeccion viral. por o que el esclarecimiento de
los mecanismos moleculares intra y extracelufares involuerados darian bases y
ayudanan, en gran medida. en los procesos de bisqueds v generacion de
tratamientos profilacticos que auxihen a organismos inmunocomprometidos a

resolver o modutar las nfecciones por HCMV.,

A través de una revision de los eventos médico-cientificos y los avances en
¢l conocimiento reportados en la literatura, este trabajo pretende proporcionar un
resumen critico de vartos aspectos de la biologia vy la relacion huésped-parisito en
la inteccion por Citomegalovirus humano, tratando de contribuir especialmente al

entendinnento de las estrategias virales de evasion inmune,
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Aspectos Generales

Citomegalovirus Humano: Aspectos generales

21 Cuaracteristicas estructurales del virus.

La familia Herpetoviridae csti constituida por un grupo de virus muy
difundidos en ¢l reino animal. Dentro de los herpesvirus humanos se encuentran cl
Citomegalovirus humano (HCMV), los virus de herpes simple (HSV) 1y 2, el
virus de varicela zoster (VZV) y ¢l virus de Epstein-Barr (EBV). Como los demis
hetrpes virus, el HCMV persiste en forma latente o silenciosa después de una
infeccion primaria, fa cual es frecuentemente asintomatica, y puede ser reactivado
subsecuentemente: se encuentra ampliamente distribuido en la poblacion abicrta,
infectando del 50 al 100% de adultos, dependiendo de fa poblacion particular
estudiada s

El HCMV tiene una particular propensian a producir morbilidad severa y
muerte en recién nacidos ¢ individuos tnmunosuprimidas, principalmente
receptores de transplantes, de médula osea y rifion, y pacientes con SIDA, aun
cuando los tratamientos sean moderados (70.101.119).

[l HCMV ¢s el mas grande de fos beta herpes virus, con un genoma de
DNA lineal de doble cadena de aproximadamente 235 Kbp (150, x 10° Day ab.
dividido en 2 regiones tnicas: la targa (L) y la corta (8). El segmento L consiste de
una region inica (UL) de 174 kbp y ¢l segmento S es una region Gnica (US) de
35.6 kpb. Estos componentes se invierten durante la replicacion viral, de tal suerte
que el DNA det virion consta de 4 secuencias isomeras que difieren en la

orientacion de Ly S (Fig 2-1 ) (75.119)
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Aspectos Generales

Il DNA se encuentra en ¢l centro entremezelado con proteina y esta
rodeado por una capside proteica de estructura simétrica de forma icosaddrica,
compuesto de 162 capsomeros y con diametro de 80-100 nm. La pérdida de la
envoltura de nicleo-capside reduce mucho ta infectividad del virus @2,

[l tegumento esta representado por una estructura de aspecto fibroso y
distribucion asimétrica, que conecta la cara externa de la cipside con fa mterna de
la envoltura, la cual contiene una capa bimalecular de lipidos y proteinas,
localizadas tanto en la cara interna de los lipidos como proyectadas hacia el
exteriar de la particula (24,

El genoma del CMV tiene la capacidad de codificar mds de 200 proteinas ,
de las cuales menos de una cuarta parte ha sido localizada y descrita ¢ incluyen
principalmente  proteinas  virales  intracelulares,  proteinas  estructurales,
glicoproteinas de la envoltura y algunas proteinas que solo han sido dentificadas a
través de andlisis de secuencia (Fig 2-2) (105),

La expresion de las proteinas virales intracelulares acurre en tres fases: la
fase inmediata temprana o alfa, en la que hay una replicacion exhaustiva de DNA
viral que codifica para proteinas primordialmente transactivadoras, las cuales se
expresan 2 a 6 horas post-infeccion; la fase temprana, con expresion de proteinas
no estructurales, involucradas también en procesos de regulacion, que se lleva a
cabo de 6 a 24 horas post-infeccion, y finalmente la tardia, que comienza despugés

de la replicacion de DNA viral (48-72 horas post-infeccion) (24).

La mayaria de los genes inmediatos tempranos son transeritos de una region
restringida de la secuencia (nica larga (UL) del genama viral. Las principales
proteinas resultantes son IE-1 (75 kDa), IE-2 (expresada en muy baja
concentracion) e 1E-3 (68 kDa). La funcion de estas proteinas es activar la

transcripeion de las proteimas tempranas virales y de promotores celulares, por lo



Aspectos Generales

que se ha especutado que fa alteracion en la transcripeion de genes de Ta eélula
hospedera puede ser parte de los efectos patogénicos de HCMV @24

Las proteinas tempranas o beta estin representadas por una proteina de
anion 2 DNA (140 kDa), una proteina de 72 kDa y la DNA polimerasa viral,
mientras que la region gama o tardia codifica para una proteina principal de union
a DNA de 51 kDa 475

Las proteinas estructurales codificadas por CMV incluyen dos familias: la
de proteinas involueradas en el desarrollo de virlones y virus  infecciosos
envueltos, y la de las proteinas asociadas con viriones extracelulares, como son las
proteimas de la matriz viral, la proteina principal de la nucleocdpside. la proteina
estructural de 28-32 kDa. la DNAsa de 46 kDa y la protein-cinasa, entre otras
(24.75)

La superficie glicopolipeptidica del HCMV (envoltura viral) existe como un
complejo de alto peso molecular, que ha sido denominado gClL gCILy gCHIL El
complejo  aCl se ha denominado también gB, ya que tiene homologia con la
glicoproteina B del virus de herpes simple 47y, mientras que el complejo gCHI se
conoce también camo gHl. Este grupo de glicoproteinas de fa envoltura incluve a la
gpd8 v a la glicoproteina integral de membrana y en conjunta representa un
concentrado de antigenos dominantes que participan en la respuesta inmune
humoral, y como en otros Herpes virus, son importantes sitios para ta induccion de
Anticuerpos (Ac) neutralizantes o).

Finalmente, v como se menciond antes, se han identificado por analists de
sceuencias nucleotidicas dos marcos de lectura abiertos  cuyos  productos
representarian. por un lado. una proteina homologa a antipenos de clase 1 del
complejo  prncipal  de  histocompatibilidad ~— (MHC). 'y por otro. una

fosfotransferasa 8.17)



Aspectos Generales

Fig. 2-1, Estructura del genoma de HCMV (AD-169).
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Fig. 2-1. HCMV (Ad 169) es el mas grande de los herpes virus, consta de un genoma linear de 235 kbp
e dividido en dos regiones. una unica larga {UL) y otra unica corta (US). E) genoma tiene la capacidad de
cadificar aproximadamente 150 proteinas. ‘La mayor parte de las genes inmediatos tempranos (IE) son
transcritos en la regidn UL. (#) Regidn principal de transcripcion de i€ Mind il (Tomado de: Sissans J.G.P.,
Borysiewicz L.K.. Rodgers B and Scott D. 1986. Cytomegalovirus: its cellular immunolagy and biology).



Fig. 2-2. Hustracion esquemdtica de un herpesvirus.
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El virion consiste en un micleo central, que contiene el DNA viral; una cdpside de
forma icosaédrica formada por subunidades tubulares de proteina llamados capsomeros,
v una envoltura derivada de las membranas celulares, La envoltira contiene proteinas o
antigenos virales, ( Tomado de: Schaechter,, Medoft., Einsenstein y Guerra, 1994,
Microbiologia, Mecanismos de las enfermedades infecciosas.)
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Tropismo celular y procesos de infectividad,

La infeceion de eétulas por patdogenos intracelulares es miciada por la union
del patdgeno a receptores. los cuales pueden ser proteinas, residuos  de
carbohidratos o glicolipidos sobre la superficie celular; ¢stos son los responsables
de la especificidad de la célula hospedera y del sitio de iniciacion de la infeccion

(136,137

Los citomegalovirus muestran un atto grado de espeaificidad de especie. En
el caso del HICMV, la dnica célula permisiva de ciclos de replicacion completa in
vitro es el fibroblasto. Las diferentes cepas de citomegalovirus humanos no tienen
relaciones antigénicas con ofros herpesvirus humanos, aunque si tienen relacion
con agentes  tipo CMV aislados de primates no humanos, y demuestran
considerable  diversidad  antigénica  cuando  se analizan  por cinélica de
neutralizacion o fifacion del complemento (47,572,114,

In vivo HCMV puede ser identificado en muchas células diferentes
durante Ta infeccion clinica diseminada, especialmente en células epiteliales del
aparato respiratorio, glandulas salivales y tibulo renal; de este dltimo se excretan
virus durande largos periodos de tiempo después de la infeccion. Ademds, HCMV
esta presente con frecuencia en secreciones cervicales, sobre todo al final del
embarazo: su difusion circulante por via sariguinea se hace a través de monocitos y
linfacitos (47,57.114).

La infeccion de la célula por HCMV comienza con la union de las
particulas virales y su internalizacion. eventos que pueden levarse a cabo a través

de la endocitosis de viiones solos o en grupos, prabablemente después de unirse ¢
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sus reeeptores espeeiticos. o por fusion con L membrana celular a través de 1a
cuvoltura (Fig 2-3) (47.57.114)

En el primer caso. las proteinas virales icnen acceso al citoplasma por
fasion del virus con la membrana endosomica, lo que resulta en la completa
digestion. dependiente de plE hajo. de las ghcoprotemas, También ¢4 posible yue
dentro del fagosoma los virus fusionen con la membrana vacuolwr v sean liberados
en ol ctoplasma como cipsides desnudas, en donde reciben una especie de
cubierta cuya naturaleza no ha sida determinada (137,

Si el virus tuvo acceso al interior celular par fusion envoltura-membrana
celular, ahi es despojado de su envoltura y capside y esto permite la transcripeion
de acidos nucleicos virales v la sintesis de proteinas. Las capsides desnudas
parecen ser transportadas a través del citoplasma y entonces se acumulan en Golgi
o regiones perinucleares. Hoy en dia una serie de estudios se dingen hacia ¢l
esclarecimiento de Jos eventos hioquimicos v las moléeulas involucradas en estos
procesos de endoeitosis, fusion, movimientos en el citoplasma y paso de genoma
viral por membrana nuclear (Fig 2-4) (137

En base al hallazgo de que HCMV puede unirse a ta molécula de -2
microglobulina tanto in virro como in vivo. y que la adicion de esta proteina
purificada al medio de cultivo de fibroblastos humanos incrementa la infectividad
vizal. recientemente se ha postulado que HCMV también puede usar a las
moléculas de clase 1 del complejo principal de histocompatibilidad (HHLA-I) como
receptores virales alternos y - desplazar o la -2 microglobulina de los
heterodimeros 32m-cadena alfa sobre la superficie celufar, en especial cuando
microambientes hostiles (camo el de Ia orina) causan la degradacion parcial de los

virjones envuehos « 8.07



Aspectos Generales

Con respecto a los posibles receptores virales en fas cclulas blanco, estudios
realizados por Taylor y cols (122) demostraron ta union de HCMV a una proteina
de membrana de fibroblastos humanos (HFE). de una masa molecular aproximada
de 30 kDa. Laidentificacion se hizo a través de corrimientos electroforéticos bajo
condiciones minimas de desnaturalizacion de las proteinas de fibroblastos.
transferencia a membranas ¢ incubacion con HCMV marcado radiactivamente. La
especificidad de union fué evidenciada por la campetencia de HCMV no marcado
por la union a ta banda de 30 kDa. en un clecto dependiente de dosis. Sin
embargo. se observo una débil union a companentes de la membrana de 28 y 92
kDa, pero los autores consideran que la proteina de 30 kDa representa el receptor
primario en HEF para HCMV y que los demds constituyenies de ta membrana
como la moléeula de 28 kDa puede representar un producto proteolitico, los
constituyentes de 50-60 kDa podrian ser dimeros y la proteina de membrana de 92
kDa tal vez subunidad de un receptor multimérico; se especula que tales proteinas
intervienen en eventos como fusion en la entrada del virus (122

Se ha excluido ala molécula de 30 kDa de ser un antigeno MHC clase 1, ya
que éste consiste en una cadena polipeptidica glicosilada con una masa molecular
de 45 kDa. Ademis el HCMV falla en la union  a antigenos purificados MHC
clase 'y corridos electroforéticamente en geles de poliacrilamida (2,122).

Estudios mas recientes (89) han deserito la union de HCMV a dos proteinas
de membrana de fibroblastos, de 34 y 32 kDa y han demostrado la distribucién
deestos receptores en una variedad de tipos celulares (fibroblastos, endoteliales,
epiteliales, monocitoides, linfoides, asi como de origen no humano) y la
correlacion de su expresion con infectividad del virus, es decir, todas aquellas
células que expresan el receptor para HCMV, permiten la penetracion y la
sintesis de proteinas virales inmediatas tempranas (IE) (Tabla 2-1). La capacidad
de union del virus correlaciona con la abundancia de las proteinas de 34 y 32 kDa
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sobre la superficie celubar, pero fa capacidad de penetracion viral no muestra esta
proporetonalidad divecta. fo que permite pensar que b union v {a penetracion viral
constituyen dos eventos no acoplados. v que fa penetracion depende de fiactores
celulares adictonales (301

Aungue es posible que fas proteinas de 34y 32 kDa representen un
camplejo receptor dual, la proporcion de las dos bandas y la cantidad de proteina

de 32 KDa varga de linea cefular a linea celulur 2,891

En un intento de los autores por descartar la posibilidad de que los
antigenos MHC- fueran los receptores primarios para HCMV, infectaron una
linea celular quimérica (T2) linfoblastoide B/T, la cual no expresa antigenos del
MHIC de clase 1y encontraron & HCMV capaz de unir, penetrar ¢ iniciar la
expresion de genes virales: por lo que se ha reforzado Ta idea de que aan cuando
las moléculas MHC-1y su homaologo viral sean traseendentales en la patogénesis
de lainfeccion, stas no son requeridas en los eventos primarios de penetracion, a

menos que constituyeran ung via de entrada alternativa (89),

Otros trabajos proponen a las tres glicoproteinas de la envoltura viral que
han sido caracterizadas (gB. gH v ¢C) como candidatos a participar en la union y
penetracion viral. Por un lado, Keay demostrd que la gH es capaz de unirse 4 una
proteing celular de 92 kDa. y Navarro (84) repartd que 12 gB no paticipa en la
union, pero promueve la penetracion viral v la tanswision célula-célula, v por
otro, ¢l grupo de Compton 23 ha encontrada que la iniciacion de la infeccion
requiere de la interaccion de ¢B o de gCHl de HCMV con sulfato de heparina

(HSPGs) presente en la superficie celular.,
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Si se consideran estos antecedentes, parece que la iniciacion de la infeccion
requicre de un proceso secuencial: HCMV se une a Ja superficie celular
primeramente a través de HSPGs. para después unirse a un receptor de alta
afinidad (probablemente la proteina de 34 kDa), y fnalmente sufriv la

internalizacion, con la participacion de gB y/o g (2184,

Tabla 21, Relacion de la Expresion de Receptores Virales e Infectividad
de HCMV en diferentes lineas celulares.

Designacidn Tipa Ataque  Proteinas de  Penetracion  Sintesis

32 y 34-kDa de 1E

HFF Fibroblasto  +++ -t -+ -t

HEp-2 Epitelial -t -t ++ +

HPK-1A Epitelial 4+ ++ + .

Mono Mac Monocito +H ++ + -

U937 Morocito ++ +H+ + +

Molt-4 Linfocito T +++ - - .

Raji Linfocito B ++ -t + +

T2 Linfoctio T/B  +++ b + ++

Vero Simio -+ -+ ++ ++

CHO-K1 (CHO) Roedor - +H+ -t A

FOX-NY (FOX) Roedor -t A + +

S Insecto - - - .

IE = Prateinas inmediatas tempranas
( Tomado de: Nowlin,D.M. Cooper N.R and Comptan T . 1991, Expression of a Human
Cytomegalovirus receptor correlates with infectibility of cells. )



Fig 2-3 INFECCION VIRAL
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LOS VIRUS invaden las células uniéndose a ciertas moléeulas de superficie
v atraviesan la membrana. Una vez dentro de fa eélufa. los virus utilizan diferentes
componentes para iniciar ¢l proceso de replicacion, Existen virs citopiticos dafian

v matan la célula huésped. Las defensas inmunitarias en contra de estos virus en
ocasiones no e¢s  efectiva en contra de - ese tipo  de - infecciones.
(Tomado de; William .2 1993, Infectious Discases and the immune system),



Fig. 2-4. Infeccion productiva de wuna célula por CMV humano.
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La replicacion de los herpes virus es compleja, con la adherencia
de las particulas virales a las células susceptibles comienza un ciclo
litico o productivo de infeccion; luego de¢ la unién del CMV a la
superficie celular ¢l centro viral es liberado y transportado hacia el
nicleo celular donde los genes del virus son transcritos y traducidos
a proteinas para llegar finalmente a la produccion de nuevas
particulas virales. (Modificado de: Nowak M.A and McMichel A,KJ.,
1995, How  HIV ~ defeats The Immune  Systerm
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2.3 Datos epidemialigicos y transmision,

Las infecciones  por cilmncgulovims» resultan ser mas  endémicas que
epidémicas, y se presentan durante todo el afo. La prevaleneia de infeccion tanto
primaria camo secundaria en ka poblacion adulta varfa extensamente en diferentes
dreas del mundo y también entre edades y prupos sociocconomicos. La
promiscuidad favorece altamente los grados de infeccion tanto primaria como
recurrente (19,35)

En el oeste de Europa y en los Estados Unidas de América, las infecciones
acurren con elevada trecuencia durante fa infancia y hacia los anos de actividad
sexual. La prevalencia de anticuerpos contra CMV varia del 40 al 80%
dependiendo del nivel socio-econdmica. En paises en desarrollo. fa infeccion par
CMV ocurre durante la infancia, de modo que al Hegar a ka edad adulta, la mayor
parte de la poblacion ya ha sido infectada (35).

El CMV puede ser transmitido en forma horizontal por contacto personal, o
de manera vertical par transmision intrauterina. Después de una infeccion, es
comun encontrar el virus en orina, secrecianes vaginales, secreciones cervicales.
sangre, semen v en leche materna; sin embargo, su excrecian no es sindnimo de
enfermedad. Ya que el virus presenta tropismo por las glandulas salivales, parece
ser que a través de saliva ¢ste puede diseminarse facilmente en la poblacion
abierta, Por lo general {a transmision ocurre cuando existe un contaeto intimo o
cercano con personas que excretan el virus (Tabla 2-3) (35.109),

De la poblacion infanti] de los E.U.A,, 0.4 -2.3 % de los recién nacidos se
infectan transplacentariamente. del 8 al 60% de los nifios durante los seis primeros
meses de vida a través de leche materna, y del 40 al 80% son infectados despues

de la pubertad (35)
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Por otro lado. s¢ ha observado que durante ¢l embarazo el periodo de
gestacion influye en la excrecion viral en tracto genital y wrinario en mujeres
Jovenes; la excrecion genital aumenta de 1.3% en el primer trimestre. a 13.5% en

el wltimo trimestre (3s)

Otras formas de adquirir infeccion por CMV son las transfusiones sanguincas
y de médula osca y los transplantes de drganos. La infeccion adquirida por
transfusion varia del 5 al 67%:; aproximadamente ¢l 30% de los pacientes

infectados permanecen sintomaticos, sobre todo cuando la infeccion es primaria

(35).

En poblaciones inmunosuprimidas después de un transplante, la prevalencia de
infeccion primaria varia del 22 al 100%, y de infeccion recurrente del 46 al 100%.
En pacientes con SIDA. la frecuencia de infecciones con CMV es del 90 al 100%
(35

2.4 Infeccion activa.

Como se ha mencionado anteriormente, las infecciones por HCMV pueden ser
adquiridas antes del nacimiento (congénitas), en ¢l momento del parto y/o en el
primer mes de vida (perinatales), y después del nacimiento (posnatales) (19,49)

Al ocurrir una infeccion primaria, el CMV puede diseminarse al torvente
sanguineo (viremia), en donde permanece asociado a células. La fase de viremia
resulta en la diseminacion del virus a otros organos como lo son pulmones,
corazon, higado. bazo, ridn, glandulas adrenales, médula espinal y piel; el
tiempo de permanencia en los organos es variable y dependiente del estado

inmunologico del huésped. En un huésped inmuno-competente el tipo de infeccion
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que ocarre es subelinica,  a presencia del virus en los drganos  dura pocas
senmas. sin observarse anormalidades patologicas: solo en pocos casos provoca
sintomas  simitares a0 una mononucleosis  infecciosa con fiebre.
hepatoesplenomegalia, linfocitos atipicos; ausencia de anticuerpos heterotilos
escasit 0 b afeceion faringea y adenopatia cervical | que cura espontineaniente
en pocas semanas, Despuds hay una excrecion prolongada ( a menudo de meses
o afios) de virus infectivos en saliva, orina, secreciones vaginales. semen, leche y
heees. Una vez resuelta la primoinfeccion el virus permancece en estado de latencta
en ¢l organismo v se puede reactivar, sobre todo si el individuo sufre una
mmunosupresion (Tabla 2-4) (19.49,105),

Durante una infeccion aguda por CMV  es posible localizar el genoma viral
(DNA) en monocitos, linfacitos y leucocitos polimorfonucleares (PMNL), siendo
estos dltimas mis frecuentemente positivos. Se piensa que los  leucocitos
polimorfanucieares juegan un papel muy importante en la diseminacion de la
infeccion v los monocitos pudieran ser un sitio de latencia.  Los cstudios
realizados en animales confirman estas observaciones, mostrando que el genoma
viral det CMV esta presente muy a menudo en células mononucleares y raramente
en linfocitos. Durante fa latencia es posible detectar ¢l genoma viral en células
mononucleares en sangre periférica de individuos tanto seropositivos como

seronegativos (35)

En huéspedes inmunosuprimidos el nimero de virus replicativo ¢s muy alto y
s¢ excreta por periodos largos (1949). La patogénesis en estos individuos es
compleja.  Puede  manifestarse  como - enfermedad  localizada - produciendo
principalmente neumonitis intersticial, trastornos gastrointestinales y retinitis, o
manifestarse como wna enfermedad sistémica diseminada, en fa cual practicamente
cualquier drgano puede ser afectado. En pacientes que padecen SIDA, of CMV
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actaa como oportunista,  siendo  responsable de la retinitis y problemas
gastrointestinales. Hay algunas evidencias que apoyan la hipotesis de que CMV
pudiera actuar como un cofactor en la enfermedad por HIV va que CMV tiene la
capacidad de transactivar ¢l genoma de HIV; otro posible mecanismo incluye la
produccion de citoeinas, las cuales estimulan La expresion de 11V, Recientemente,
Snuth y eols (1992) mostraron la presencia del transcrito de TNF-« en lineas
celulares de macrofagos dentro de 1a mucosa de pactentes con SIDA que
presentaban colitis por CMV, esto permite suponer que CMV puede actuar coma
cofactor, ya que se conoce que ¢l TNF-¢ regula positivamente la expresion de HIV
(19.35.44).

Los neonatos afectados  por HCMV  pueden presentar ictericia,
trombicitopenia, hepatocsplenomegalia, bajo peso al nacer y dafio neuroldgico con
microcefalia y calcificaciones intracrancanas con secuelas permancutes que

incluyen diversos grados de sordera y retraso mental (35).

21



Aspectos Generales

Tabla 2-3. Transmision de los herpes virus humanos

Virus

Formas de
transmision

Vis de ingreso

Células blanco
iniciales

HSV 1

HSV 2

vzv

cmv

EBv

Contacto directo

Contacto directo

Inhatacion, contacto

directo

Saliva, sangre, orina

(7), semen (?)

Saliva, sangre

Mucosas, piel

Mucosas, pie!

Vias aéreas,
mucosas (7?)

Torrente circulatorio,

mucosas

Mucosas, torrente

circulatorio

Epiteliales

Epiteliales

Epitetiales

Neutrofilos,

monocitos, otras

Linfocitos B,

glandutas salivales

{Tomado de: Schaechter/Medoff/Eisenstein/Guerra,
Microbialoiologia: Mecanisimos de las enfermedades infecciosas. ) .
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Tabla 2-4 Infecciones asociados con Citomegalovirus.

Virus Sindrome Frecuencia Grupo etario Tejidos Resultado
afectados habitual
Citomegalovirus Infeccién Comin Neonatos Cerebro, Problemas del
congeénita ojos, higado, desarrolio,
bazo, otros muerte
Hepatitis Coman Adolescentes, Ganglios Resolucion
aduitos linfaticos,
higado
Neumonia Comn en ios Todos Pulmones Muerte
pacientes

inmunosuprimidos

Retinitis Comtin en los Todos GCjos Ceguera
pacientes
inmunosuprimidos

(Tomado de: S&ae&ter/Medoﬁ‘?’Eisenstein,’Guerra.Microbiologja' Mecanismos de las enfermedades infecciosas )
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2.5 Infeccion persistente: latencia

Hay evidencias de que fos herpes virus desarrollan infecciones latentes o
persistentes, En la mayoria de los individuos normales (con sistema inmune
humoral y celithar intacto) no se desecha todo el virus después de una infeceion,
dando lugar a una infeccton persistente o cronics, la cual es seguida por
recurrencias periodicas o infecciones secundarias con nuevos o mayores niveles de
exerecion viral (19,15).

Existe una relacion directamente proporcional entre la edad de un individuo
y la seropositividad en  1gM e IgG que hace suponer que ¢! HCMV latente
frecuentemente se reactiva en las personas seropositivas y que el promedio de
reactivaciones se incrementa con la edad, o que con la edad se produce una
pérdida de la supresion de la activacion de fos linfocitos B, dando como resultado
un incremento en los titulos de IgG e IgM especificas para el virus sin que ocurra

reactivacion viral (19.35).

Banks y Rouse en 1992 definieron el fenomeno de latencia asi: "Las
infecciones fatentes son infecciones persistentes en las cuales el genoma viral
esta presente, pero la expresion génica es limitada y no hay produccion de virus
infeccioso.”(19).

Esencialmente existen dos puntos que pueden explicar la permanencia de
una infeccion latente: el primero comprende el desarrollo de mecanismos de
escape al sistema inmune, y el segundo el empleo de estrategias no liticas de
replicacion viral. Con respecto al primer punto, aunque fas ticticas utilizadas por
HCMV no han sido dilucidadas completamente, hay evidencias de que existen v
de que el sistema inmune no es efectivo en el reconocimiento y {a erradicacion del

virus y las células infectadas (190, Estos temas se abordaran ampliamente en
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paginas posteriores. Por otro lado, es insuficiente la informacién con la que se
cuenta hoy en dia con respecto a la existencia de componentes dnicos de
replicacion de HCMV que pudicran estar involucrados en latencia y reactivacion
viral, aunque se ha mencionado la posible participacion regulatoria del TNF
(19,35,57).

La expresion del genoma de HCMV latente se reduce a los genes
inmediatos tempranos, quc pueden ser detcctados en varios tejidos y drganos, entre
los que se incluyen rifion, pulmon y corazén. Sin embargo, como no ha sido
demostrada la reactivacion viral, aiin es una interrogante el sitio real de latencia.
Se han constderado como candidatos a albergar al virus los linfocitos, monocitos y

células endoteliales (19,35).

2.6  HCMVy Cdncer.

HCMV ha sido propuesto como candidato a virus oncogénico y se ha
sugerido una asociacion particular con Sarcoma de Kaposi, el cual se piensa que
tiene origen en células endoteliales (3s).

Se ha sugerido, y en algunos casos evidenciado, una relacion HCMV-
malignidad en cancer cervical (58), cancer testicular (84) cancer prostitico (14),
carcinoma de colon (58, 100), Sarcoma de Kaposi (15.58) , neuroblastoma y tumor de
Wilms (135, sin embargo, el papel activo del DNA de CMV en el mantenimiento
del fenotipo oncogénico no se ha establecido.

En 1987, Nahab estudio el papel del HCMV y el virus del herpes simplex
en la transformacion rﬁorfolégica y canceres genitales, del que concluyo que este
virus no codifica un oncogén, por lo que su capacidad transformante se puede
deber a: habilidad viral para mutagenizar células, amplificacion de secuencias de

DNA celular, induccion de replicacion retroviral endogena, encender sintesis de
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proteinas malignas, es decir, "activacion transcripcional”, primordialmente. De
aqui que los herpes virus tengan [a capacidad de transformacion inducida "in vitro"
en células endoteliales humanas (115) y en células embrionarias de pulmén humano
)

Por otro lado, ensayos de hibridacion de DNA de oncogenes y de
fibroblastos infectados con HCMV, han revelado que la infeccion resulta en un
incremento rapido y sustancial de los oncogenes celulares jun, fos y myce, la
activacion de los cuales estd relacionada a estimulos mitogénicos de lo cual surge
la duda de si este incremento es causa de activacion transcripcional 6 de
estabilizacion de mensajes producidos constitutivamente a bajos niveles (13).

A laluz de los conocimientos actuales, todavia no esta clara la contribucion
que la activacion de jun, fos y myc tiene en la patogénesis de HCMV, pero se cree

que pudiera ser un medio para la activacion ripida de los genes virales alfa (13).

261 HCMVyps3

El hallazgo de que HCMV puede inducir transformaciones morfologicas de
células in vitro y estimular la sintesis macromolecular de la célula huésped ha
llevado a algunos grupos de investigacion a averiguar si existe algin efecto
modulador de HCMV sobre los niveles celulares de la proteina celular pS3. Esta
proteina ha sido clasificada como producto de un gen supresor de tumores, aunque
sus funciones y actividades bioquimicas precisas adn no son claras. El tipo p53
parece tener propiedades regulatorias multifuncionales, entre ellas la proliferacion
cetular normal a través de la detencion del ciclo celular en la fase Gl y también
actua como un policia molecular, acumulandose en respuesta al dafio del DNA e
inhibiendo la proliferacion mientras el dafio se repara, si esto falla la proteina

continia acopiandose hasta que ocurre la apoptosis (Fig 2-3) (65,68).
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Los niveles de p53 en células normales y sanas son bastante bajos y la vida
media es corta (6-30 min), sin embargo s¢ ha observado que cuando ocurren
infecciones y transformaciones celulares por ciertos virus hay una alteracién cn los
niveles celulares de la proteina, por ejemplo en el caso de la infeccion por el virus
del simio 40 (8V40) y adenovirus, en donde aumenta significativamente al parecer
mediante un aumento de su vida media por la interaccion con el Ag T principal de
SV40 y con la proteina Elb de adenovirus; por el contrario el virus de papiloma
humnano tipo 16 y 18 lleva a la degradacion de p53 a través de la protefna E6. Se
cree que ambos mecanismos resultan en [a inactivacion de la funcién de p53 (65,69).

Con respecto a HCMV, recientemente ha sido demostrado por el grupo de
Muganda y cols 84), mediante diferentes estudios del efecto de la neutralizacion
del virus, o la inactivacion por calor y experimentos en donde intervienen
separaciones fisicas del virus de células infectadas, que al ocurrir una infeccion de
fibroblastos se cleva 10 a 20 veces el nivel de p53 y que la induccion es
dependiente de la presencia del virus activo, Ademas, parece evidenciarse que los
productos de genes IE son los responsables directos de esta induccion (84).

Por otro lado, Speir y cols (t16) han propuesto que en la restenosis
coronaria, caracterizada por daflo severo en la pared de los vasos sanguineos y
proliferacion excesiva de células de misculo liso, el dafio reactiva a HCMV
latente, el cual a través de la produccion de la proteina IE84 y su unién a pS3,
bloquea la funcién de p53 y con esto la inhibicion de la progresion del ciclo

celular (116).
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Fig. 2-5. Funcionamiento de p53.

a. Divisién celular normal (no se requiere de p53):

b. Inducclén de p53 en respuesta al dafio del DNA celular:

Antas de la divisién celular
hay un reparo

DNA dafiado p63 datlene

e Situacion celular en-la que se encuentra inactivado p53 por mutaciones o por
proteinas virales, el DNA en replicacion resulta en una mutacion, aneuploidia, falla en
la mitosis y muerte celular.

Divisidn con dafo celular
{(sneuploldia, mutacién)

DNA dafado p83 no detlene
Gt

0e

A
N

Falla mitética y muerts celular

(Tomado deL, Lane D.P. 1992.,p53, guardian of the genome)

0
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Inmunologia De La Infeccién Por HCMV.,

3.1 Fundamentos De La Respuesta Inmune

De todas las funciones del cuerpo humano, una de las mas asombrosas,

interesantes y elaboradas es la del sistema inmune a través de su capacidad para
reconocer y diferenciar estructuras propias de aquellas que son extraiias, logrando
asi mantener la individualidad de cada orguanismo y el equilibrio con ¢l medio
ambiente (26,144).
Asi, la funcion basica del sistema inmune es la de asegurar la integridad del
individuo, inclusive la proteccidn contra microorganismos y parisitos, mediante la
comunicacion entre todos los elementos que conforman ¢l concierto inmunoldgico
establecido por la liberacion de mediadores solubles y el contacto intimo celular
(26,144).

La respuesta inmune se inicia con la fagocitosis del antigeno por las células
del sistema fagocitico mononuclear. Los macrofagos y otras células presentadoras
de antigeno (APC) digieren las fracciones proteinicas a péptidos y los expresun en
su membrana unidos a glicoproteinas codificadas por ¢l sistema principal de
histocompatibilidad (MHC). Esta primera fase, llamada de procesamiento y
presentacion del antigeno, es indispensable ya que los linfocitos T cooperadores
(Th), responsables de dirigir la respuesta inmune, son incapaces de distinguir al
antigeno nativo (26,144),

Los linfocitos T inductores o cooperadores (Th, CD4+) reconocen al Ag
asociado a moléculas de histocompatibilidad de clase 11 La activacion de estas

células no solo depende de la union del complejo receptor (TCR)-CD2-CD3 al Ag
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asociado a MHC, ya que existen otras moléceulas en la superticie de los linfocitos
que intervienen en la regulacion de La adhesion con fa APC (1109)

Una vez activados los Th, estos proliferun y producen diversas linfocinas
que conducen la fase efectora de la respuesta (113). En el raton se han demostrado
dos subpoblaciones funcionales de linfocitos cooperadores con capacidad de
produccion de diferentes interleucinas: tos Thl se han relacionado con la
hipersensibilidad de tipo retardado y producen primordialmente interleucina 2
(IL-2), interferon gama (IFN-y) y linfotoxina (TNF-B) y se coestimulan con .-
12 proveniente de macréfagos o de células B; y los Th2 que praducen
fundamentalmente  IL-4 y 5, las cuales son factores de crecimiento y
diferenciacion de linfocitos B ¢ IL-10 y 13, y se coestimulan con [L-1 (82).

Aln cuando los linfocitos B reconocen al Ag en su forma nativa, para
iniciar su activacion y diferenciacion hacia células plasmiticas productoras de
Acs, necesitan la participacion de mediadores solubles producidos por los
linfocitos cooperadores. Por su parte, los linfocitos B son capaces de procesar y
presentar Ags, fo cual aumenta la eficiencia del sistema inmune, sobre todo en
respuestas secundarias (66).  Los linfocitos T también tienen la capacidad de

presentar Ags. pero lo hacen de manera muy ineficiente (67).

Los linfocitos T citotoxicos (CTL) (CD8+) participan en 1a fase efectora
celular. A diferencia de los Th, reconocen Ags en el contexto de moléeulas de
clase 1 de histocompatibilidad. Estas moléeulas, de gran polimorfismo, hacen su
presentacion unidas a una proteina globular no polimortica, la f-2-microglobulina
(B-2m), y a un péptido de 8 a 10 residuos de aminoacidos que es sostenido en ¢l
surco de union al péptido (125). El ensamble ocurre en el veticulo endoplismico,
Los péptidos virales incorporados al MHC-1, los cuales estabilizan la estructura

terciaria y son reconocidos por CTLs, son frecuentemente derivados de proteinas
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virales o tumorales sintetizadas endogenamente (en los ribosomas celulares), que
han sido degradadas por la accion de proteinasas citoplasmicas conformadas en
unidades [lamadas proteasamas y translocadas al interior del reticulo endopliasmico
por dos moléculas transportadoras de péptidos localizadas en Ta membrana del
reticulo, codificadas en e MHC y  denominadas TAPT y TAP2 (12781103
Ademas de [a asociacion con péptidos en el RE, las moléculas MHC-I forman
complejos transitorios con chaperoninas, tales como la calnexina o 1090 o.81). Ll
fenotipo citotoxico predominante de células T es CD8+, aunque estd descrito que
aproximadamente ¢l 10% de las cclulas humanas CD4+ somn citotoxicas y
potencialmente capaces de dar origen a CTLs especificas, las cuales reconocen
péptidos en asociacion con moléculas de clase II del MHC . Ademas, tal
reconocimiento requicre la interaccion de moléculas accesorias de adhesion de la
superficie celular y sus ligandos sobre la célula T y/o fa célula blanco (Fig 3-2)
(1,81).

Las células Th aumentan la respuesta de CTLs, los que una vez activados
secretan linfocinas, como la [L-2 y el IFN-y, aunque en menor proporcion que los
Th, Los CTL tienen la propiedad de lisar células infectadas por virus o bacterias,
asi como células tumorales (12).

Para que la citotoxidad se lleve a cabo es necesario que en primer término
entren en contacto la célula infectada con los CTls (44). La formacion del
conjugado es promovida en un medio rico en fones Mg2+, y se lleva a través del
reconocimiento de receptores en la superficie de ambas células como CD8, MEIC-
1, LFA-3 (antigeno funcional de leucocitos), CD2, CD3, TCR y LFA-1 (11,133

En la lisis especifica por CTL la unién del complejo antipeno-MHC en la
célula blanco, con las cadenas alfa y beta del TCR activa la maquinaria titica de
las células citotoxicas (en un medio rico en iones Ca2+), con la liberacion de
granzimas que promueven {a transcuecion de sefiales apoptoticas, y la exocitosis

de compuestos solubles provenientes de granulos citoplasmiticos como las
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perforinas (19, enzimas hidroliticas y proteoglicanos (93, y una lipasa producto de
fa estimufacion con [L-4 (s5). Parece ser que estos compuestos Hevan a cabo el
"golpe letal” por un ataque directo a la membrana de fa célula blanco, de modo que
se forman poros de 10 a 20 nm que permiten el paso libre del medio, ocasionando
la lisis y muerte de Ja célula 55 Se ha encontrado, sin embargo, que también
puede llevarse a cabo la citotoxicidad en ausencia de los compuestos solubles
secretados por el CTL ¢120) Se piensa que of mecanismio es una autolisis generada
por un intercambio de sefiales a nivel de los receptores de ambas membranas (44
Por otra parte, recientemente se ha demostrado fa presencia del complejo CD3-
TCR-CD8 y posiblemente de otras moléculas (CD2 y LEA-1) en las membranas de
los granulos citoplasméticos que contienen a la perforina y otras enzimas liticas
[isto sugicre que los cantpuestas citotoxicos no son exocitados al medio externo,
sino que son transmitidas a través del contacto intimo entre a membrana de los
granulos citaplasmaticos con fa membrana de la célula blanco, con Jo que se
aseguraria la unidireccionalidad de los conipucs(o letales hacia la célula infectada
(94)

Independientemente del mecanismo que se efectie, el CTL escapa de la
lisis celular y entonces puede participar en una nueva interaccion litica (143)

Una vez que el macrofago presenta el Ag a las células T, se dan todos los
mecanismos de citotoxicidad mencionados por una parte, y por otra, se
desarrollan clonas de memoria que confieren inmunidad celular para infecciones
pasteriores, Es por esto que en ¢l desarrollo de vacunas contra virus, se buscan
antigenos que puedan establecer una inmunidad celular prolongada y que adems

carezean de riesgos de reactivacion viral (125).
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3.2 Respuesta Imnune hacia Virns

Los estudios en pacientes con inmunodeficiencias aisladas y el intenso
trabajo experimental cn modelos animales han ¢videnciado la relativa importancia
de los diferentes componentes de la respuesta inmune hacia los virus y permiten
hacer las siguientes gencralidades: los anticuerpos parecen actuar primordialmente
en la neutralizacion de virianes, mientras que la respuesta mediada por células esta
dirigida contra antigenos virales presentes en la célula infectada.  La respuesta
mediada por anticuerpos es importante en la prevencion de la infeccion primaria y
reinfeccion, neutralizando virus sobre las superficies mucosas y limitando su
diseminacion en fase fluida, mientras que la immunidad mediada por células es
responsable de eliminar la infeccion intracelular y limitar la reactivacion de virus
persistentes (Fig 3-1)12,124),

De manera general, podemos dividir Ia respuesta inmune hacia los virus en
tres fases (Tabla 3-1) y en componentes humorales y celulares, los cuales incluyen

mecanismos especificos e inespecificos (12).

Tabla 3-1. Respuesta Inmune en relaclon a fase de infeccién viral.

Fase Caracteristicas Mecanismos

Inmediata No especifica, innata Células NK

< 4 horas no memoria Ausencia de receptores
no células T especificas celulares

Temprana No especifica, inducible IFNs o-f

4-96 horas no memoria Células NK activadas por IFN
no células T especificas

Tardia Especifica, inducible Acs aspacificos

> 96 horas memoria Células T citotoxicas

Células T espacificas

(Tomadode: Weiss,A. 1989., En: Fundamental Immunology)
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3.2.1  lumunidad inespecifica

3.21.1 CELULAS NK

Las células NK (asesinas naturales) son linfocitos granulares grandes
(CP16+, CD3-, TCR-) capaces de matar eélulas infectadas por virus sin haber
tenido una previa exposicion viral. Bl mecantsmo de recanocimiento no esti
restringido a HLA y no requiere de procesamiento de antigeno. El blanco y/o
receptor de la célula NK no se conocen, aunque ¢l mecanismo de daiio es similar
al que llevan a cabo los linfocitos T citotdxicos (CTLs). Las NK son activadas por
los interferones (IFNs) alfa y beta, que son liberados por las células infectadas por
virus, y por ciertas glicoproteinas virales (124),

Comparando con células no infectadas, las células infectadas por virus
muestran una susceptibilidad incrementada a la lisis por NK, lo que podria deberse
al aumento en la union a NK, a una inhibicion del RNA celular y la sintesis de
proteinas, a la expresion alterada de proteinas de superficic celular y a los efectos
protectores de interferones sobire células no infectadas, sin embargo, la lisis por
NK no se abole al bloquear la sintesis o expresion en superficie de proteinas
virales estructurales (124).

Se piensa que las células NK son un importante mecanismo de defensa
temprana en ¢} curso de la infeccion viral, anterior a la activacion de las CTLs y
anticuerpos especificos. En modelos experimentales, las NK parecen ser mis
importantes en la resistencia a ciertas infecciones virales que a otras, por ejemplo
las células NK protegen contra citomegalovirus murino (MCMV), pero no tontra
el virus de la linfocoriomeningitis (LCMV) (24

En ¢l caso de HCMV, se ha observado que las células que sufren su
infeccion muestran incrementada susceptibilidad a lisis por las células NK, sobre

s ) o a, . .
todo et la fase viral temprana. Las células efectoras sou Len ™", Len '™, ¢s decir,
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con ¢l mismo fenotipo de las células NK que median la lisis a tumores. Por otro
lado, se reportd recientemente una correlacion directa entre [a susceptibilidad de
células infectadas con virus y lisis por NK y su expresion del receptor de
transferina. En el caso de HCMV, no fue posible inhibiy la lisis por NK con
tranferrina purificada, por lo que ain estd sin contestar cudl es Ia estructura blanco

quic ¢s reconocida por estas células (9.5,

3.2,1.2 INTERFERONES

Los interferones son proteinas capaces de interactuar con células no
infectadas y producir un estado antiviral, estimtlando la sintesis de proteinas que
interfieren con transcripeion y traduccion de RNA viral. Su produccion es
estimulada por infeccion viral y algunos otros estimulos, como RNA de doble
cadena. Los IFNs alfa v beta son completamente inespecificos y producidos en
respuesta a v amplio rango de vivus (124),

El interferon gama es producido por células T en exposicion a antigenos
especificos y activa monocitos y macrofagos, mejorando su capacidad para
procesar y presentar antigeno (124).

Los IFNs también activan a células NK y células-efectoras responsables de la
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC) y dan origen a varios de los
sintomas sistémicos asociados con infecciones virales, como fiebre y mialgia (124).

El factor de necrosis tumoral (TNF) también tienen un efecto anti-viral, el
cual puede ser sinergistico con el de los [FNs (124).

En cuanto a CMV, se ha demostrado en modelos murinos un papcl
protector del interferon gama y el TNF-« en la infeccion por MCMYV, Por otra

parte s¢ ha demostrado un efecto sinergistico entre estas dos moléculas en la
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proteccion de fibroblastos humanos cultivados i vitro de la infeccion por HCMV

(2.

3.2.1.3 MOLECULAS DE ADHESION Y CITOCINAS

El efecto de las infecciones virafes sobre ¢l nivel de expresion celular de
moléculas de adhesion también podria, al ipual que la regulacian de la expresion
de moléculas de histocompatibilidad, afectar la respuestt citotdxica hacia
fibroblastos infectados, asi como la distribucion de los leucocitos en el organismo

(18)

Las células del sistema inmunoldgico dependen de las interacciones de
otras células para activar y dirigir la respuesta a la infeccion. Para patrullar
efectivamente el cuerpa y detectar organisnios infecciosos, las células del sistema
innune deben circular como células na adherentes en la sangre y sistema linfitico
y migrar como ¢élulas adherentes a los tejidos, especialmente a los organos
linfoides, en donde se congrepan en presencia de antigenos (118).

Durante el desarroflo de la inflamacion intervienen tres familias de
noléculas o receptores de adhesion, la superfamilia de las inmunoglobulinas, las
cuales incluyen los receptores de antigenos especificos de linfocitos Ty B; la
familia de integrinas, importantes en la regulacion dinamica de adhesion y
migracion; y las sclectinas, prominentes en interacciones de hnfocitos y neutrofilos
con células endoteliales (118),

LFA-1, miembro de las integrinas, se expresa en linfacitos Ty su veceptor
es ICAM-1, molécula perteneciente ala familia de las inmunoglobulinas. LFA-2 o
CD2 también se expresa en linfocitos T y sk receptor es LFA-3, Por otra parte

CD2 se expresa en células NK y actita como mensajero celular (118),

37



Inmunologia de la Infecciin

En 1993, Grundy y cols (521 estudiaron el efecto de la infeccion por HCMV
en la expresion de las moléeulas LFA-3 ¢ 1CAM-1 sobre Ja superficic de
fibroblastos de pulmon fetal infectados y demostraron un incremento significativo
de estas moléculas (¢ dable de LFA-3 y of wiple de ICAM-1) u partir del primer
dia postinfeecion. Los estudios paralelas de Ja expresion de moléculas de clase |
confirmaron la  regulacion negativa inducida por CMV, al tiempo de un
incremento maximo de LFA-3 e ICAM-1, Jo que sugiere que ¢l mecanismo de
regulacion negativa de MHC-I no es consecuencia de la disminucion generalizada
delos eventos de transporte de moléeulas a ta superficie celular (52).

El rastreo de moléculas de adhesion mediante inmunofluorescencia y
microscopia electronica revelaron una difusa distibucion de moléculas LFA-3 en
células no infectadas. pero acumulada en granulos en ef drea perinuclear en células
infectadas. Por el contrario, [CAM-1 fue encontrada en la miembrana celular entre
una y otra célula infectada, mientras que en células no infectadas la distribucion
fue en el citoplastua, al parecer ICAM-1 sufre una redistribucion del citoplasma a
la membrana celular. Lstos estudios demostraron que la regulacion positiva de
ICAM-1 ¢ LFA-3 en Ia superficie de células infectadas es independiente. Queda
adn por determinar si ¢l aumento en Ja expresion de LFA-3 ¢ ICAM-{ tiene un
significado funcional en la superficie de células infectadas relacionado con la
capacidad funcional de las células T citotoxicas, aunque se podria esperar que ¢l
auntento en la expresion de moléculas de adhesion aumente la lisis no especifica
0 que jueguen un papel funcional en la activacion de celutas T por via de CD2

(52).

Un estudio posterior demostro ¢l incremento paralelo en la adhesion de
Jeucocitos de sangre periférica a fibroblastos infectados con CMV.  Todas las
subpoblaciones de linfocitos CD2+, los cuales comprenden las células CD3+,

CD4+y CD8+ (linfocitos Ty células NK) tuvieron un incremento en la adhesion
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a fibroblastos infectados por ¢l virus, sugiriendo la importancia de la interaccion
CD2-LEA-3 en este evento, en contraste, la poblacion CD2- (que comprende
principalmente monocitos y células B) no muestra diferencia en adhesion cntre
células infectadas y no infectadas 331 El hallazgo tiene implicaciones bioldgicas
importantes: si los linfocitos se activaran por la via CD2. el CMV pudicra
provocar una respuesta no especifica a leucocitos hacia células no infectadas al
igual que a células infectadas, contribuyendo posiblemente al dafio de ejidos. Al
parecer las moléculas CD4 y CD8 no son determinantes en el incremento de la
adhesion a comparacion de moléculas CD2 (52,53

Aparentemente las citocinas y otros factores solubles liberados por las
células infectadas en los primeros dias de infeccion son capaces de incrementar la
adherencia de lencocitos a fibroblastos no infectados. In vivo la produccion de
citocinas por leucocitos activados puede ser claramente incrementada  por
fibroblastos infectados y las citocinas liberadas en co-cultivos incrementan la
adherencia de leucocitos a fibroblastos no infectados, lo que hace suponer que
CMV pudiera provocar una respuesta de leucocitos tanto para células infectadas

como para células no nfectadas (52.53).

Se le han atnbuide propiedades inmunosupresoras a HCMV, en este
contexlo se ha demostrado 1a liberacion de un inhibidor de 1L-1° de cultivos de
monocitos infectados, y la seria disminucion de la liberacion de IL-1 activa. A
pesar de ello aun permanece por esclarecerse si HCMV ejerce efectos

inmunosupresores por infeccion directa de células T (53).
Queda claro que CMV tiene un efecto profundo en la expresion de las

moléculas de adhesion como ya se habia mencionado antes y en la adherencia de

leucocitos a células infectadas. Estos cambios pueden tener consecuencias
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funcionales importantes, ademas la liberacion de citocinas inducida por CMV
incrementa la adhesion de leucocitos, un fenomeno que amplifica la inflamacion y

la respuesta directa del huésped hacia células no infectadas 53,

3.2.2  Respuesta immmne mediada por anticuerpos.

Los anticuerpos anti-virales de mayor relevancia son IgG, aunque se
produce IgM durante a fase temprana de fa infeccion primana, y 1o IgA secreloria
es importante en la prevencion de la entrada del virus  via  superficie de las
mucosas. Los anticuerpos anfivirales pueden unir epitopos virales sobre la
superficie del virion (Acs neutralizantes, Ja mayoria conformacionales) o sobre la
superficie de Ja célula infectada. A menos que estén en muy alta concentracion, los
anticuerpos neutralizantes no necesariamente evilan la adsoreion y entrada virales;
sin embargo, pueden prevenir la replicacién viral interfiriendo en los procesos de
transcripeion, o haciendo al virus mas susceptible a enzimas celulares. Los
anticuerpos también pueden aumentar la fagocitosis de los viriones por
opsonizacton y aglutinacion (6,32,79)

Son importantes otros sistemas efectores reclutados por los anticuerpos:
lisis celular mediada por complemento y citotoxicidad celular mediada por
anticuerpos (ADCC) (6,32,79),

Por otro lado, el complemento aumenta ¢l efecto nentralizante de los Acs al
recubrir la superficie de viriones sensibilizados, previniendo asi su interaccion con
receptores virales sobre las células y promoviendo la agregacion de viriones, lo
que reduce los nimeros de wnidades infecciosas. Este también puede actuar como

una opsonina para células fagociticas y causar la lisis directa de los virus con

40



Immnnologia de la Infeccion

envoltura, ~ Por dltimo. algunos virs activan el sistema del complemento

directamente por la via alterna (,32,79;

Estudios realizados en ratones muestran que la respuesta inmune mediada
por anticuerpos hacia MCMYV no es efectiva en la generacion de un estado de
proteccion y que aparentemente es la respuesta celular T responsable de controlar
lainfeccion.  En el caso de HCMYV se sabe que pocas proteinas virales inducen la
produccion de anticuerpos neutralizantes, y que éstos requicren de complemento,
de lo que se deduce que la lisis puede ser efectiva en plasma pero no
necesariamente en otros liquidos corporales. Una evidencia que apoya fa falta de
efectividad protectora de los anticuerpos anti-HCMV es ¢l hecho de que la
presencia de anticuerpos en la madre no evita lainfeceion intrauterina del producto

16,32,79)

3.2.3 Respuesta inmune mediada por células.

Las CTLs especificas de wirus son fenotipo predominantemente CD8+
(aunque aproximadamente 10% de lus células humanas CD4+ son citotdxicas y
potencialmente capaces de dar ovigen a CTLs especiticas).  ellas reconocen
antigenos virales que han sido procesados y presentados como péptidos sobre la
superficie de células infectadas en el contexto de moléculas del MHC apropiadas;
clase I en el caso de CDR-+, clase 1 para CD4+ (Fig 3-1). El reconocimiento del
antigeno viral por las células T requicre la interaccion entre el receptor de T (TCR)
y el complejo Ag-MHC, pero también son indispensables interacciones entre
algunas moléculas accesorias, incluyendo LFA-1 e ICAM-I,y LFA-3 y CD2, para

facilitar la union de las células efectoras (632
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Una célula infectada por virus puede ser atacada antes de que el virus
replique, y asi limitar fa diseminacion virat (0.32)

Con pocas excepciones, como en los reovirus, las CTLs no son especificas
de serotipos, es decir que no reconocen los mismeos epitopos que los anticuerpos

anti-virales 16,32)

Las célutas Th aumentan las respuestas de celulas T, B y NK. a los virus.
Estas células, a través de reacciones de hipersensililidad de tipo vetardado (IDTH),
responden a antigenos virales especificos secretando citocinas que producen una
reaccion inflamatoria caracterizada por infiltrados de células mononucleares; estos
eventos pueden ser modulados por subpoblaciones de Thy CTL. EI papel exacto
de DTH en infecciones virales en ¢l humano ain no estd completamente
dilucidado debido a la dificultad de los ensayos in vitro (6,32).

De las diversas ramas efectoras de la respuesta inmune, hay algunas
evidencias de que los linfocitas T citotoxicos CD8(+) (CTLs) son relevantes en la
eficiente resolucion de la infeccion por HCMV (Fig 3-2). £l desarrollo de CTLs
especificas de HCMV en pacientes receptores de transplantes de rifion y médula
osea ha sido asociado con un estado de proteccion contra la enfermedad; por otro
lado, se ha demostrado en modelos murinos que la transferencia adoptiva de
linfocitos CD8+ especificos de MCMV protege a ratones inmunosuprimidos
contra el reto letal por MCMV y es (erapeuticamente efectivo en ratones con la
infeccion establecida . A pesar de estas hallazgos, rectentemente se ha reportado,
por un lado, que Ia replicacion in vitro de MCMV inhibe la presentacion de
antigenos celulares a CTLs y por otro, cierta resistencia a lisis por CTLs de

fibroblastos infectados por HCMV (19,35,49).
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Tabla 3-3. Células del sistema inmune

Célula

Campanente de superficie

Funcién

Linfocitos T

Células T cooperadoras (TH)

Célylas T citoloxicas (CTL)

Células T gld

T3

T4

T8

Probablemente todas T4y T8
negativas

Invofucrados en la inmunidad
mediada por células

Reconocen  antigenos  con
moléculas de clase Il del MHC.
promueven la diferenciacion de
las células B y las células T
citotoxicas, activan macrofagos
Reconocen  antigenos  con
moléculas de clase | del MHC;
en general destruyen células
que expresan antigenos
endogenos en superficie
Respaonden a antigenos
microbianos comunmente
hallados en los  limites
epiteliales; resbiccion del MHC
y funcidn desconocida

Linfocitos B

Inmunoglobulina de superficie,
receptores de Fc, moléculas
de clase Il del MHC

Reconocen antigenos
directamente; se diferencian
en células  plasmaticas
productoras  de  anticuerpos,
presentacion de antigenos

Células K

Células NK

Receptor de Fc

Receptor de "antigeno” blanco
desconacido

Destruyen células  recubiertas

con anticuerpos (ADCC)

Destruyen células con ciera

sefectividad n

Macrofagos

Receplor de Fc, recepior de
C3; todos tienen moléculas
de clase | y algunos clase I
del MHC: pueden unirse con
una amplia vanedad de
sustancias ~ a lravés de
“‘receptores” de superficie

Preseniacion de antigenos; :
destruccion par fagocitosis de A
microhios y células tumorales; i
secrecion de IL-1

Células dendriticas

Receptor de Fc, receptor de
C3; moléculas de clase | del
MHC

Presentacion de antigenos

(Tomado de: -Schaechier.. Medoff,, Einsenstein y Guerra, 1994,
Microbiotogia. Mecanismos de §as enferniedades tnfecciosas).
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324 Aspectos clinicos.

En un estudio en reeeplores de transplantes de médula dsea con infeceion
por HICMV, Quinnan y colaboradores abservaran ana correlacion positiva entre la
deteccion directa de lisis restringida por MHC de células infectadas por feucocitos
totales de sangre periférica, y la recuperacion de 1a infeccion (93,90). Por otro lado,
Rook y colaboradores; guienes investigan pacientes con SIDA y en los cuales
HCMV es una causa principal de morbilidad y mortalidad, reportan que Te
especificas de HCMV no pueden ser inducidas in vitro tratando los linfocitos de
sangre periférica con IL-2 exdgena.  Esto sugiere que hay Te activados pero no
pueden expander, lo cual carrelaciona con la deplecion de células T4+ 6.

La prevencion de infeccion primaria  presumiblemente  depende
principalmente del reconocimiento de  determinantes en el virion por Acs
neutralizantes; esto pudiera significar Ia base de una vacuna.  Ya se ha reportado
¢l uso de HCMV como vacuna, pero ha tenido objeciones por el uso del virus
vivo, ¢l cual pudiera establecer un estado de persistencia en el huésped y
comportamientos biologicos desconocidos.  La inmunizacion pasiva pudiera
conferir proteccion contra infeccion primaria en individuos seronegativos en
riesgo, pero no harfa {o mismo en el caso de una reactivacion (127,

Aun no hay una quimioterapia efectiva para limitar la enfermedad pdr
HCMV. Esta siendo probado el antiviral DHPG (9-(1,3-dihidroxi-2-propoximetil)-
guanina), aunque los conocedores del SIDA opinan que cualquier quimioterapia en
ausencia de una respuesta de celulas 7 efectiva solo es  "virostitica" y la

enfermedad pudicra recrudecer tan rapido como se detenga el tratamiento (57).
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Fig.3-1. Reconocimiento de Antigenos por linfocitos T y Respuestas Efectoras
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Fig. 3-3 INMUNIDAD HACIA VIRUS
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Mecanismos de HCMV de Evasion inmune.

4.1, Ocultamiento viral.

El ocultamicnto viral, a través de 1a latencia y la infeccion en continuidad (paso
del virus de una célula a atta sin tocar espacio extracchular) reducen la posibilidad de

que HCMYV sea detectado por ef sistema inmune (91,92)
4.1.1 Latencia viral,

Algunos virus ticnen la capacidad de mantenerse en el organismo tiempos
prolongados, a menndo causando infecciones asintomdticas. Este fendmeno
pudiera involucrar la produccion de virus infecciosos o una infeccion {atente con
reactivacion intermitente y produccion de viriones; ciertos virus pueden exhibir
ambos patrones, dependiendo del tipo de célula huésped, por ejemplo los
herpesvirus y el virus de hepatitis B, los cuales infectan linfocitos en forma latente,
pero producen virus infectantes en hepatocitos. Para lograr un establectmiento
persistente, el virus debe limitar ¢l dafio celular del huésped; asi, algunos virus no
citoliticos como los arenavirus se replican con wuy poca alteracion de las
funciones celulares y sobre todo, limitando su potencial litico, lo cual en ocasiones
logran restringiendo la expresion de sus genes (como es el caso de herpesvirus), a
través de la generacion de cepas mutantes que no causan lisis celular (reovirus) y
por la infeccion de solo un pequeiio porcentaje de células al mismo ticinpo (virus
murino de deshidrogenasa lactica) (19.45).

Los virus persistentes también tienen que evadir la deteccion y eliminacion
gjercida por el sistema inmune: algunos exhiben variacion antigénica (lenti-
retrovirus), otros promueven el incremento de anlicuerpos no neutralizantes, o

intervienen en la regulacion negativa de moléculas de clase I ¢ ICAM-1, creando
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una interferencia con la respuesta de T (adenovirus y EBV, respectivamente): o
bien. los que infectan células inmunocompetentes pueden comprometer su funcion
y prevenir asi la eliminacion (HIV). La caracterizacion de proteinas virales que
modulan tanto la respuesta aniti-viral innata, como la especifica, estin siendo, hoy
por hay, Lt base de la informacion que explique la patogénesis viral. Gooding ¢45)
ha realizado una revision de algunas proteinas identificadas en herpes virus
capaces de modular fa respuesta inmune del huésped (Tabla 4-1), entre las que se
encuentran fa proteina C-1, la cual se une al fragmento C3b del componente C3
det complemento, previniendo la neutralizacion del virus y la citolisis de las
células infectadas por el virus, y las gE y gl, que se unen a la porcion Fe de la IgG,

previnicndo la lisis mediada por el complemento y protegiendo al virus de la
fagocitosis facilitada por ¢l Fc (45).

Asi mismo, ¢l virus de Epstein Barr sintetiza un factar inhibidor de la
sintesis de citocinas, homologo a IL-10. Tanto 1L.-10 como {a proteina BCRF1 de
EBYV inhiben la sintesis de citocinas como TNF ¢ IFN-y por macrofagos activados
y células Thl, reduciendo potencialmente la activacidn de los macréfagos y cl
desarrollo de Ia respuesta tipo hipersensibilidad retardada In vivo 45)

Por otro lado, y como se ha descrito ya, los linfocitos T citotoxicos
reconocen los péptidos virales que son acarreados a la superficie celular por los
antigenos del MHC clase 1; este reconocimiento provoca la lisis de las células
infectadas por el virus antes de que se lleve a cabo ¢l proceso de replicacion y'la
liberacion de nuevas particulas virales. Existe un nmero muy grande de protcinaé
virales que interactdan con los linfocitos 7" citotoxicos. En el caso de} HCMV,
éste produce una proteina homologa de la clase [, la ULLS, la cual se une a la
B2m. La expresion de UL18 al parecer impide la salida de las moléculas de clase 1

a la superficie celular . por lo que interfiere con el reconocimiento de los
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linfocitas 7 citotéxicos; aunque esta interferencia aun no se ha podido demostrar
(91,92)
Indudablemente el valor de estas proteinas en los virus es substancial, yi

que siasumimos que la mayoria  de los genomas virales son restringidos en
tamaiio por ta necesidad de u_iuslarsﬁ dentro de una capside, y los virus tienden a
ser bastantes econdmicos con su material genético, lo mas segura es que requicran
de estas defensas a través de proteinas que fes permitan replicar en un ambiente

hostil generado por ¢l sistema innune (45).

Tabla 4-1. Proteinas virales que modulan la respuesta inmune e
inflamatoria.

Herpes Virus Proteina Huésped

Virus de Epstein-Barr EBER RNA IFN (a/p)

Virus de Epstein-Barr BCRF-1 sintesls de cilocinas
Citomegalovirus uL18 CTL (?)

Herpes simplex I/if gC-1 complemento
Herpes simplex I/l . gE-gl anticuerpos

Harpas saimiri CCPH complemento

(Tomado de : Gooding,|.R. (992 Virus proteins that counteract host imnnine defenses).

Al respecto de moléculag involucradas en la regulacion negativa de
antigenos de histocompatibilidad sobre las células infectadas, se ha demostrado
que la gp 19k de la unidad de transcripcion E3 de Adenovirus humano tipo 2
suprime el proceso de presentacion de antigeno de las células infectadas a (ravés
de la retencion de las moléculas de clase I en reticulo endoplismico inhibiendo su
transporte a ta superficic celular, con lo cual se ve reducido drasticamente el

reconocimientos por células 7'(45,73).
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En Adenovirus tipo 12, la proteina inmediata temprana IEA, Ta cual ¢s un
potente regulador transcripcional, disminuye los niveles de expresion de los genes
del MHC clase 1. lo que reduce la susceptibilidad de las células transformadas por
AdI2 a linfocitos citotéxicos y permite el desarrollo y la proliferacion de tumores
(04.73).

Recientemente se ha reportado que ¢l virus de herpes simple (HSV) expresa
una proteina inmediata temprana, denominada 1ICP47, que bloquea la presentacion
de péptidos virales a las células del sistema inmune.  Como se sabe, los péptidos
antigénicos son generados en el citoplasma por la accion de los proteasomas y
translocadas al interiar del reticulo endoplasmico  por TAP 1y TAP2, que se¢
tocalizan en la membrana de éste y se encargan de transportar los péptidos, que
luego son tamados por las moléeulas del MHC de clase [-32m en formacion y
levados a la superficie para su reconocimiento. HSV media la retencion de
moléculas de clase | “vacias™ en el reticulo endoplismico, a través de ICP47, la
cual interactia con la region citosolica del heterodimero de TAP ¢ inhibe la

translocacion de péptidos al RE (37,56).

El mimetismo molecular es otro mecanismo interesante de escape, que
ocurre cuando ¢l microorganismo expresa moléculas similares o idénticas a
proteinas del huésped sobre la superficie celular y esto lleva a una incapaci(hd del
sistema inmune de reconocerlas como extraiias. En este contexto, CMV codifica
polipéptidos que comparten secuencias con proteina G celular acoplada a
receptores (Chee, y cols, 1990) 4.

El conocimiento del fendmeno de latencia de los herpes-virus, es
incompleto adn, y en particular hay muy pocos datos acerca del CMV. Los
estudios en humanos y animales muestran que probablemente todos los individuos
seropositivos albergan al virus latente y este puede reactivarse bajo ciertas

circunstancias, tales como supresion inmune (57 Al parecer HCMV persiste en
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células epiteliales, endoteliales, hepatocitos y astrocitos, pero el estado fisico de su
persistencia atn no se conoce. La dispanibilidad de modelos animales adecuados
(como raton y rata) y la sensibilidad de nuevas éenicas como la reaccion de
polimerizacion de DNA en cadena (PCR) prometen para un futuro cercano la

obtencion de mds datos al respecto (19).
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Tabla 4-2. Efecto de algunos virus sobre la expresion del MHC,

Grupo de virus  Virus Gene Efectos en Efectos en
MNC clase I MHC clase
]
Adenovirus Ad12 E1A 4
Ad2 E3(19K) 1
Hepadnavirus HBV pol d
Papilloma virus ~ HPV16 EB/E7 l T
Herpes virus oY H3o1; ? l l
HSV1y2 l
Pox virus Virus de Vaccinia d
Virus Ectromelia J
Rhabdovlrus vsv d
Flavivirus Virus West Nile t t
Coronavirus Virus JHM t
Paramyxovirus ~ Sarampion T T
Retrovirus HIV d t
Siv t
RaLV It
RSV src ? i) 17
Mo-MLV t
Mo-MSV mos? {
Mo-MLVMSV mos? - d
Ki-MLV i) l
Ki-MSV v-Ki-ras 1 W
(Ha-MSV) v-Ha-ras - W

T aumento en la expresion; 4 disminucion en la expresion; - sin efecto en la
expresion de antigenos MHC. Ad12: adenovirus|2; Ad2: adenovirus 2. HBV:
virus de hepatitis B. HPV 16: virus de papilloma humano 16; CMV:
citomegalovirus: HSV: virus de herpes simplex; VSV: virus de estomatitis
vesicular.  HIV: virus de inmunodeficiencia humana; SIV: virus -de
inmunodeficiencia de simios: RaLV: virus de radation leucemia; RSVivirus de
Rous sarcoma; Mo-MLV: virus Moloney-murino 'de leucemia; MO-MSV: virus
Moloney-murino de sarcoma; Ki-MLV: Kirsten-MLV: Ha-MSV: Harvey-MSV,
(Tomado de : D. Maudsley,] y Pound,J., 1991})).
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£.1.2  Infeccion en continuidad

Il genoma de HCMV codifica una glicoproteina homdloga a la HSV-1 del
virus de Herpes simple, la glicoproteina B, la cual es transportada a la membrana
plasmatica de células infectadas y es un componente abindante de la envoltura del
vinon (85).

Recientemente, Navarro y cols 85) conchiyeron a través de ensayos de
neutralizacion de la actividad de gB con un panet de anticuerpos monoclonales, que
esta proteina viral juega un papel muy importante en la infeccion, promoviendo la
penetracion viral, en la diseminacion de la infeccion de una célula a otray en la fusion
de células de glioblastoma U-373. Al parecer, los receptores que facilitan la unién de
HCMYV a la superficie celular difieren de las proteinas celulares que participan en el
proceso de penetracion, ya que el nivel de union de HCMV a diferentes tipos celulares
correlaciona con la abundancia del receptor, pero no asi la penetracion de los viriones
y la expresion de proteinas inmediatas tempranas (35)

Este estudio ¢s el primero en demostrar que las células de glioblastoma U-373
infectadas con HCMV se fusionan y que esta fusion es dependiente de la multiplicidad
de infeccion y es bloqueada por anticuerpos neutralizantes que previenen la entrada de
viriones a la célula y la transmision de la infeccion de célula a célula. A etapas tardias
de la infeccion gB se empaca densamente en las membranas celulares acompafada de
ofras glicoproteinas, que aunque también pudicran inducir fusion, el hallazgo de que
anticuerpos monoclonales contra gB evitan la fusion, indica que gB es protagonista en
el evento de fusion de células infectadas con células no infectadas. A pesar de que los
mecanismos implicados no son totalmente entendidos hoy en dia, el hecho de que una
proteina viral tardia sea requerida para la diseminacion del virus célula-célula habla de
que al menos una buena parte de viriones maduros ¢ infectivos escapan a la deteccion

del sistema inmune por ocultamiento de sus estructuras (ss).
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4.2 Enmascaramiento

4.2.1 Unién del virus a ff2m

Algunos datos en la literatura han dado evidencias de la capacidad que
muestra el citomegalovirus humano de unir la proteina 3 2-microglobulina (§2m)
del huésped en fluidos corporales o en medio de cultivo. lo cual aumenta Ia
infectividad del virus debido @ una evasion de la neutralizacion mmune y a o
adhesion a la célula huésped a través de la union a la f2m (s0.54,002)

La B2m es una proteing de aproximadanente 12000 Da, que constituye la
cadena ligera de las moléculas de clase 1 del sistema principal de
histocompatibilidad (HLA-1). En reticulo endoplasinico se une a la cadena pesada
(alfa o H) de estas moléeulas sintetizadas de novo, y este complejo a su vez sc
estabiliza a través de la union de un péptido enddgeno, lo que permite su
transporte y expresion en superficie. Asi mismo, el sitio principal de union de p2m
soluble extracelular sobre la superficie celular es ta cadena H (46).

En 1985 McKeating y cols (77) reportaron ta falla de un ensayo diagndstico
de ELISA tradicional para detectar HCMV en muestras de orina fresca y el efecto
positivo del almacenamicnto de las muestras a 4°C por 12 semanas: ellos
postularon la presencia de una sustancia inhibidora en orina fresca la cual fué
identificada posteriormente como 2m . Enseguida se demostré la union de B2m a
HCMV cepa AD-169 al adicionar esta proteina al medio de cultivo celular, pero
solo durante o después de la liberacion de los viriones de la céfula, con lo cual se
predijo que HCMV se encuentra naturalmente en fluidos celulares recubierto de
B2m y que esto ademas le pudiera conferir una estabilidad extra a las particulas
virales (54).

La union de B2m a HCMV urinario fué también capaz de evitar la

neutralizacion de los virug por globulinas hiperinmunes, suero inmnune humano y
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por varios anticuerpos monoclonales (mAbs) murinos neutralizantes. Ya que CMV
es transmitido por contacto directo con fluidos infectados como saliva, orima |
sangre. leche materna y semen, los cuales contienen [32m libre, el hallazgo de la
falta de neutralizacion viral tiene varias implicaciones in vivo facilitando la
transmision entre individuos y la diseminacion del virus (76)

Estudios posteriores mostraron que la union a $2m aumenta la infectividad
del virus a células en cultivos, y que la f2m y HCMV compiten por sitios de union
sobre fibroblastos. Comno resultados de la evidencia de que HCMV recubierto de
B2m se une mas cficientemente a células Raji (las cuales expresan moléeulas
HLA-I) que a células Daudi (deficientes en RNAm de B2m y no expresan HLA-I
en superficie), se postuld que HCMV puede usar las moléculas HLA-1 como
receptores virales y desplazar $2m de los dimeros f2m-HLA-I sobre la superficie
celular (s0).

Recientemente, la utilizacion de  téenicas  mmunocitoquimicas  y
microscopia electronica de tincion negativa han identificado proteinas situadas en
un nivel ultraestructural inferior a la envoltura viral, que delimita las
nucleocdpsides y es comunmente denominado tegumento, como las involucradas
directamente en 1a interaccion con B2m (t20). Esto permite sugerir que adn las
capsides no envucltas cuentan con un medio adicional de adhesion e iliicio de
infeccion a las células huésped diferente del que normalmente siguen los viriones
intactos y envueltos; que probablemente implique entrecruzamiento de cadenas H
de HLA-I por B2m sobre HCMV vy el disparo de la internalizacion del virus por
endocitosis via receptor. Al parecer, el fenomeno puede jugar un papel importante
cuando microambientes hostiles (como el de la orina) causan la degradacion

parcial de los viriones envueltos (120)
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422 Union de Imminoglobuling 0

En los altimos aios se ha dirigido un interés particutar a ta distribucion v
significado biologico de fa ocurrencia de receptores de inmunoglobulinas sobre
varios tipos celutares. Receptores para gl ose han detectado en cétulas linfoides
camo macrofagas, manocitos, neutrofilos, linfocttos B y linfacitos 7, asi comao en
algunas células no linfoides y tejidos neoplasicos. Mientras que en células
linfoides la presencia de estos receptores presumiblemente gabierna los printeros
pasos de la defensa inmwune mediada por anticuerpos, sobre célutas no linfoides
pudieran jugar un papel importante en la degradacion de complejos Ag-Ac despuds
de infecciones virales o exposicion a antigenos, aunque tampoco. s¢ desecha la
posibilidad de que los receptores inducides cono consecuencia de una infeccion
viral representen un mecanismo de evasion inmurne del virus (136,

Estudios realizados en 1984 por Frey y Einstelder (36) han mostrado que
fibroblastos  humanos diploides expresan un receptor para IgG de alta
especificidad, que une preferenciatmente 1gG agregada y reconoce a la moléeula
via la region Fe. Para determinar ¢f cfecto de la infeccion de fibroblastos por
HCMV sobre la expresion en superficie de receptores para IgG, se cultivaron in
vitro fibroblastos humanos obtenidos de biopsias de piel de voluntarios sanos, se
infectaron con HCMV cepa AD 169 y se midié la union de moléculas 1gG
monoméricas y/o agregadas, marcadas radiactivamente con C", Los resultados
obtenidos demostraron claramente la induccion de receptores para IgG (IgGFcR) a
través del virus. EI receptor reconocid primordialmente - IgG agregada por la
fraccion Fe (ya que Fabs de 1pG humana no desplazaron a la 1gG unida), y en una
manera saturable y dependiente de tiempo, La infeccion de los fibroblastos con
HCMYV incrementd mas de 100 veees la union de 1gG niediada por rcccptor‘cs, con

respecto a fibroblastos no infectados (3e).

Aid
R



Evasion Inmune

Posteriormiente Xu-Bin y cols (140) aislaron los receptores de extractos de
células infectadas con HCMV por cromatografia de afinidad (1gG) y los
caracterizaron  por inmunoelectrotransferencia (Western blotting) utilizando 1gG
marcada con 1'*. De especial importancia fué el hallazgo de cuatro especies de
receptores, con pesos moleculares de 130, 65, 50 y 38-kDa, responsables de la
union de TgG. Los FeR's de 130 y 65 kDa también fueron detectados sobre los
viriones de HCMV. Las cuatro especies fiteron reactivas con un mAb dirigido a la
glicoproteina I del virus de Herpes simple (HSV), sugiriendo que el FeR inducido
por HCMV esta antipénicamente relacionado o los FCR de HSV.  Los FeR's
mostraron especificidad de subclases de IgG, siendo la relativa magnitud de union
del siguiente orden: 1gG1>1gG4>1pG2>1gG3 (t40).

Por otro lado, Stammard y Hardie (1210 han demostrado mediante
microscopia electronica con tincion de oro que la IgG se une al tegumento del
HCMYV mediante el Fcy que csta union resulta inhibida cuando se preincuban los
fragmentos I'c con proteina A y/o con f-2m. Al parecer, 1a unidn se lleva a cabo
cerca del sitio de interaccion de la proteina A, El hecho de que la union se lleve
acabo en espactos no membranales sugiere que el complejo Fe-proteina puede
ayudar a que los virus que perdicron su envoltura contintien la infeccion (121).

A pesar  de estos datos, el papel del receptor Fe inducible por HCMV en
fibroblastos no humanos no queda del todo claro. El hecho de que la union sea
preferencial hacia [gG agregada sugiere la posibilidad de que el papel fisiologico
sea unir complejos antigeno-anticuerpo in vivo, El nimero incrementado de FeR
en las células infectadas pudiera entonces jugar ui papel muy importante cn la
remocion de células infectadas por virus por macréfagos antes de la lisis celular,
siendo el posible mecanismo que las células recubiertas con complejos Ag-Ac
disparen la endocitosis por macrofagos y prevengan a las células infectadas de la

lisis mediada por complemento, resultado de la union decorplejos inmunes al
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FeR; y/o prategiendo de la neutralizacion por anticuerpos especificos, ya que la
1gG no imune unida provee una barrera fisica que limita el aceeso de anticuerpos
anti-virales a los viriones (121)

Si esto fuera comprobable, fa persistencia de la infecciones par HCMV se
explicarian, en parte, por este medio de escape del sistema inmune huésped

(36,121,140).

4.3 Mimetismo molecular.

4.3.1 Homologia DNA viral-DNA Genémico celular.

En 1984, Rudiger, Ruger y cols (o4, demostraron la existencia de
homologia en las secuencias de ADN de HCMV y el genoma celular, a través de
tecnologia de ADN recombinante, especificamente por reacciones de hibridacion
de una biblioteca de ADN viral clonado en cosmidos con ADN procedente de
tejido normal placentario humano, material de autopsia de higado, tejido intestinal,
leucocitos y células de carcinoma de colon, asi como en algunas lincas celulares
hematopoyéticas (10-h),

De estos trabajos se pudo deducir que las secuencias con homologia no
estin relacionadas a secuencias Alu, representadas repetidamente en genoma
humano, ni a secuencias del oncogen c-myc, lo que permite sugerir una ausencia
de asociacion del virus con enfermedad neapldsica (104),

Estudios similares de digestion/hibridacion de DNA viral y DNA de
genoma humano permitieron reportar en 1985 otras secuencias en genoma viral de
fa cepa AD 169 refacionadas por homologia a células humanas, de raton y de
erizo. Los resultados indicaron que los principales sitios de hibridacion de HCMV

al ADN humano son tos fragmentos R, b y vemyc vy consistentemente con los
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trabajos reportados anteriormente, se observa un bajo nivel de hibridacién con el
oncogen humano ¢-mye.  Las homologias entre ¢l DNA de HCMV y el genoma
celular pudieran tener su origen en la formacion fortnita de aparcamientos
estrechos de regiones cortas homologas de DNA viral y celular, o alternativamente
como consecuencia de transposiciones de DNA del genoma celular al viral o

viceversa (112).

4.3.2 Homologia a Proteina G.

Los miembros de la familia de receptores acopladas a la proteina G
funcionan importantemente en transduccion de seiiales celutares, regulacion de
homeostasis y desarrollo celular; ellos son activados por fotones o moléculas
pequeiias, tales como neurotransmisores y hormonas glicoproteicas (71,

En 1990 Chee y cols 25y y en 1991 Welch y cols (134, publicaron los
trabajos que identificaban tres penes de HCMV, UL33, US27 y US28 que
codificaban polipéptidos de 390, 362 y 323 aminoicidos, respectivamente y que
contienen sicte dominios que cruzan membrana celular y una serie de motivos
bien definidos caracteristicos de los receptores acoplados a proteina G (GCR). El
alineamiento de secuencias nucleotidicas de ambas familias reveld una correlacion
de aproximadamente 300 aminodcidos, Los tres genes se encuentran expresindose
y no existe evidencia de la presencia de pseudogenes en la region tnica viral, Ain
cuando el grupo de investigacion de Welch ha evidenciado que tos 3 genes son
transcritos durante la infeccion litica, y que su transcripeion esta restringida a fa
fase tardia, se desconoce si la homologia con GCRs se refleja también a nivel
funcional, en particular, si los productos polipeptidicos unen ligandos; si fuera asi

nos encontramos ante un desarrollo complejo por parte de HCMV, utilizado
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hipotéticamente en el inicio de Ta infeecion cuando estis proteinas, constituyentes
de 1a envoltura viral tienen contacto- con proteina G, sin ser “visualizadas™ como
extranas por el sistema inmune, pudicndo representar uno de los mecanisios de

regulacion de latencia o reactivacion virales (25,13:h

4.3.3  Homologia a Quiniiocinas.

Las intercinas o quimiocinas ( cuyo nombre proviene de su capacidad
quimiotictica y su actividad de citocinas) son mediadores solubles que constituyen
una familia de 18 protefnas pequeitas estructuralmente relacionadas, distinguidas
por una sccuencia caracteristica de 4 residuos de cisteinas cspz\ciudos. Estan
divididas en 2 subtamilias, las C-C (B) (que tienen 2 residuos de cisteinas
adyacentes) y Jas C-X-C (a) (poseen un aminodcido cntre 2 cisteinas) (124).
Micmbros de la sublamilia C-C incluyen fa MIP I (proteina inflamatoria de
macrofagos 1), MCP-1 (la proteina quimiotdctica de monacitos) y a proteina
RANTES; todas ellas tienden a ser quimioticticas para monocitos. Dentro de la
subfamilin. C-X-C se encuentra, entre otros, la interleucing 8, cuya actividad
quimiotactica se dirige a neutrofilos. Las proteinas MIP la y MIP [ son
heterodimeros de 8 kDa producidas por macréfagos tratados con endotoxima.
células 7 activadas, células B, células cebadas y fibroblastos.  MIP 13 atrae
células 7 CD4+y MIP L tiende a atraer células By 7 citotdxicas. Por otro lado,
la proteina quimiotictica de monocitos (MCP) es producida por tratamiento de
células mononucleares, fibroblastos y células endoteliales con IL-1 o TNF-o; es
qumiotactica y activa monocitos, en los que estimula el estallido respiratorio y la
liberacion de enzimas lisasomales (Tabla 4-3).  Recientemente, Neote y cols (87)
aislaron un ¢cDNA (de diferentes tipos celulares hematopoieticos, incluyendo

células mononucleares de sangre periferica y lineas celulares de monocitos como
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U937, HLL70 y THP-1), que codifica un receptor transmembranal para las
quimiocinas f-(C-C) al que se fe denoming C-C CKR-1. Este receptor s capaz
de unir, con diversas afinidades, tanto a MIP Ty MIP I3, como a MCP y
RANTES 87

El andlisis de la secuencia genomica de HCMV ha revelado tres marcos de
lectura abiertos (US27, US28 y UL33) cuyas secutencias de aminadcidos deducidas
pueden ser alineados con receptores acoplados a proteina G (40). Las 3 transcritos
virales son expresadas en la fase tardia de la infeccion de fibroblastos humanos in
vitro . De ellas, la secuencia de US28 muestra 30 % de identidad al receptor para
quiniocinas  C-C CKR-I87. En base a esta secuencia, experimentos de
clonacion y expresion de US28 en células de riiion humano evidenciaron 1a unién
especifica de las células transkectadas a MIPs, MCP y RANTES radiomarcados;
cuya seiial disminuyo al promover una campetencia con las quimiocinas a (IL-8).
Estos resultados sugiriecron que la proteina codificada por US28 une
especificamente quimiocinas C-C, pero no C-X-C (40,87).
Este hallazgo pudiera dirigir eventualmente a una mayor compresion de las
patologias asociadas con la infeccion por HCMV y permite suponer que forma
parte de una estrategia para evadir la respuesta inmune anti-viral (3), aunque para
delincar el papel biologico preciso de esta molécula viral seria interesanie un
- analisis in vivo de virus mutantes en los que haya sido deletado US28,

Mientras que las quimiocinas probablemente se han desarrollado para
alertar al sistema inmune del huésped de evasiones microbianas, los conocimientos
actuales parecen apuntar a que algunos virus pueden usar el sistema de

quimiocinas para poner en desventaja al huésped a través de mimetismo molecular
(3.81).
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Tabla 4-3.

a (CXCO)
guimiocinas

{cromosoma 4)

B (CC)
Quimiocinas

{cromosoma 17)

La superfamilia de las quimiocinas humanas.

Quimincina

v iIP-10
Mig
NAP-4
PF-4
ENA-78
GCP-2
GROu
GROp
GROy
NAP-2
IL-8

Quimiocina

MCP-1
MCP-3
MCP-2
MIP-1a
MiP-1p
RANTES
1-309

Célnla blanco

MT

N, Ba

N, Ba

N, Ba

N

N,T.Ba, Eo

Célula Blanco

M, Ba

M.Eo,Ba

M

MT.B,Eo,Ba, NMP
MT

M,Eo, Ba, TN

M

Receptor(es)

B A

IL-8RB

2

?

IL-8RB
IL-8RB,ILBRA

Receptor (es)

?
?
?
MIP-1 7 RANTES R
?

MiP-1a / RANTES R
”

( M=macrofago; Ba=basofilo, Eo=eosindfilo, T=célula T. B= célula B; N=
neutréfito) (Tomado de: Ahuja S K., Gao J. y Murphy,P.M.1994. Chemokine receptors and
molecular mimicricy ).
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4.4 Supresion inmunoldgica

La infeccion por CMV puede causar un estado de inmunodepresion
profunda, aunque transitoria, cn individuas inmunocompetentes, La destruccion
citopdtica que sufren las células infectadas no parece ser suficiente para explicar ¢l
fendmeno, lo que permite proponer como alternativa la hipotesis de  que una
inmunoregulacion por mediadores como citocinas pudieran participar amplificando
las modificaciones locales hechas por la infeccion viral (123,

Fstudios realizados in vivo ¢ in vitro confirman la desregulacion de
produccion de citocinas en 1a infeccion por CMV: los pacientes con transplante de
higado tienen altos niveles de factor necrosante de tamores alfa ( TNF-a) durante
la enfermedad (123). Los receptores de transplantes de pulmon que experimentan
neumonitis por CMV, elevan los niveles de 11.-6 y del receptor de 11-2 (IL-2R) en
circulacion ( 59,60).

Por otro lado, in vitro, la infeccion de fibroblastos induce activacion
transcripcional de 1L-6, factor de crecimiento derivado de plaquetas, TNF-u, ¢
IL-1; la infeccion de leucocitos de sangre periférica y células endoteliales resulta
en la produccion aumentada de 1L-1 B, TNF-t, IFN-y y factor estimulante de
colonias-1 (CSF-1) 90), y la infeccion de células de wédula 0sea incrementa la
produccion de 1FN-a, IFN-y, TNF-t, IL-6 y factor basico de crecimiento de
ﬁbroBlastos, aunque transitoriamente suprime la produccion de [L-lo e IL-1 (63).

Esta reportado que el factor bisico de crecimiento de fibroblastos inhibe la
replicacion de CMV en fibroblastos ), y que el factor de crecimiento
transformante B (TGF-B1), una citocina cuyo promotor es activado por proteinas
inmediatas tempranas de HCMV (IE), estimula 12 replicacion de CMV y regula

negativamente algunos sistemas efectores de la respuesta inmune (78).
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Por otro fado, se ha demostrado que los feucocitos mononucteares de sangre
de pacientes con mononucleosis causada por HCMV' son selectivamente
hiporespondedores a ciertos mitogenns como PWM y concavatina A 1 vitro, pero
se comportan igual que fas células de individuos normales en una respuesta hacia
fitohemaglutining PHA y células alogénicas (983,

Rinaldo y colaboradores (99) al estudiar un grupa de 18 pucientes can
mononucleosis por CMV en ctapa aguda y de convalescencia, cultivaron sus
leucacitos ¢ hicicran ensayos de transformacion de linfocitos con diversos
mitdgenos, encontrando que durante la ctapa aguda de la mononucleosis, los
leucocitos mononucleares disminuyecon su respuesta a PWM y concavalina A, y
que en etapa de convalescencia ésta se recuperaba. Sin embargo, precultivanda las
células 7 dias antes de la adicion de concavaling A y ain mas, depletando las
células adherentes del cultivo, se aumentd considerablemente la respuesta
blastogénica al mitdgeno. Esto permitid sugerir que 1a hiporrespuesta a mitogenos
en mononucleasis por CMV podria estar mediada por células supresoras que estin
incluidas en fa poblacion de leucocitos mononucleares adherentes. y que la
liberacion de mediadores celulares que regulan fa reactividad hacia mitdgenos se
ve alterada durante ciertas ctapas de la enfermedad (99).

En 1986, Schrier y cols (108) investigaron ¢l efecto que tiene el HCMV
proveniente de aislados clinicos frescos, sobre células NK o asesinas, y sobre la
proliferacion de las células T'y mostraron que este virus puede suprimir en cultiva
tanto 1a proliferacion de células T (la cual se ve afectada mas rapidamente) como
la actividad de NK, que se dio después de 7 dias de cultivo y parece no estar
relacianada con ¢f titulo viral. Cuando se utilizo el mitégena, PHA, la actividad
del mitégeno se vio inhibida, La adicion de [FN-« reconstituyé parcialmente l‘a
respucsta de las células NK. pero ni este IFN, ni IL-2 reconstituyeron la

proliferacion de células 7. Experitnentos de deplecion  y reconstitucion,
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evidenciardn  que la supresion de la actividad de las celulas NK aparentemente
esta mediada por monocitos infectados, 1o que confirma los hallazgos de Rinaldo v
cols (99,108

Las cepas de HCMV  tradicionales de laboratorio han mostrado siempre
mucho menor actividad supresora que los aisladas de pacientes. Estos efectos
inmunasupresores, los cuales pueden tener su origen en miltiples mecantsmos,
parccen ser el resultada directo de una infeccion de linfocitos y esto tendria un
gran significado e impacto in vivo al complicar y empeorar la condicion del
pactente inmunocomprometido (108

En vista de que la inmunosupresion puede ser causa de efectos
citapatologicos en células inmunocompetentes, Rodgers y cols (oh han estudiado
el efecto que tiene el HCMV cepa AD-169 sobre fa actividad de la IL-1, Una de
fas principales funciones de los monocitos y macrofagos cs el procesamiento y la
presentacion del antigeno a fas células 7'y la secrecton de IL-1, a cual provee un
segundo mensaje para la activacion de las células Ty es capaz de regular la
diferenciacion de células B. Algunos ensayos realizados in vitro  demuestran que
existe un inhibidor de la actividad de la 1L-1, correspondiente a una proteina
liberada por monocitos infectados HCMV cepa AD-169; esto ha sido confirmado
con otros hallazgos  del mismo fenomeno en  células macrofagicas 1937
infectadas (oh

Cuando Rodgers y cols (101 preincubaron timocitos con el inhibidor de 11.-
1. durante una hora. la respuesta que obtuvieron hacia los efectos mitogénicos de
fa concavalina A vy la potenciacion de los efectos de la 1L-1 fué nula. Esto sugiere
que el inhibidor presente en células infectadas por HCMV, actita al nivel de la
respuesta celular de la 1L-1; esta inhibicion no afecta fa proliferacion de la 1L-2,
dependiente de la PHA.  Reportes recientes describen un inhibidor de ta -1,

encontrado en orina de pacientes en estado febrik este inhibidar tiene un peso
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molecular menor. comparado con el inhibidor de origen eclular antes descrito, de
una aparente masa molecular de 95 kDa. Sieste inhibidor, es una proteina de la
célula huésped, se sugiere un mecanismo de inmunosupresion del virus, asimismo,
aumenta la posibitidad de que los monocitos nonmales liberen el inhibidor de fa11.-

| on respuesta a otros estimulos fisiologicos (ot
! il

En 1987 Rice y cols @4 por un lado, y Carney y Hirseh por otro, exploraron
¢l papel de H.-1 e 1L-2 en eélulas mononucleares inmunosuprimidas in vitro  por
CMV. Carney y Hirsch en 1987 reportaron que el efecto de inmunosupresion esti
mediado por monacitos o macrofagos, ya que en cultivos de linfocitos purificados
con células libres de virus, la respuesta de profiferacidn no se ve suprimida. En los
experimentos de Rice se demostid que cuando el CMYV infecta los linfocitos, 1a
supresion aumenta  considerablemente 4 comparacion de una infecciéon de
monocitos, aunque la produceion de iL-1 ¢ TL-2 disminuye en ambas infecciones,
y a pesar de hacer un intento por reconstituir la respuesta adicionando -1 o [L-2
exogena, os resultados no fueronpositivos, Al parecer CMV atrofia la capacidad
de produccion de 1l-1 ¢ IL-2 en linfocitos y monocitos, aungue no se ha

encontrado evidencia de la existencia de un inhibidor viral de 1.-2 (o1),
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4.5 Modulacion de la Expresion de molécndas 1y 1 del Complejo
Principal de Histocompatibilidad,

Las moléculas de histocompatibilidad  (cuyas caracteristicas pencrales se
muestran en la tabla 4-4) juegan un papel imprescindible en fa "vida cotidiana” del
sistera innme, ya que promueven y median la mteraccion celular y el reconocimiento
mtima de los matertales extrafios por tas células efectoras del sistema (1),

Hay cvidencias de que HCMV reduce significativamente la expresion de
moléeulas de histocompatibilidad de clase 1 en la superficie de células infectadas, y
que posiblemente participe en la modulacion de Ta expresion de las moléculas de elase
H (50.100,).

Por fa importancia de las implicaciones que estos fendmenos representarian en
el buen funcionamiento y eficacia de la inmunidad generada -afectacion de ta
cooperacion y citotoxicidad celulares-, el seguimiento de los estudios reafizados al

respecto se revisara en un capitulo aparte,

Tabla 4-4. Propiedades de las proteinas de clase | y clase Il del MHC.

Clase | Clase 11

Estructura de las cadenas  Glicoproteinas de 45,000 Cadena o (33 kDa de
Da de paso molecular + p2- peso molecular)
microglobulina Cadena B (28 kDa de

peso molecular)

Distribucion celular Casi todas las células Células B, algunos
somaticas nucleadas macrofagos, células
dendriticas, células

epiteliales del timo vy
células T activadas

Acttian en la presentacion Células T  citotéxicas Células T cooperadoras
de antigenos a: (células CD8+) (células CD4+)

(Tomado de: Schaechier. Medoff., Einsenstein y Guerra, 1994, Microbiologin. Mecanismos de las
enfermedades infecciosas. )
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Modulacion de la Expresion de Moléculas del Complejo
Principal de Histocompatibilidad en la Infeccién por HCMV.

5.1 Moléculas de clase 1,

Como ha sido mencionado, algunos virus han desarrollado estrategias para
reducir ta expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) en las células huésped y asi escapar a su deteccion por el sistema inmune
(73). En algunos casos, el control de esta expresion es a nivel transcripcional
(106,107, y en otros el evento se fleva a cabo post-transcripcionalmente a través de
proteinas residentes en reticulo endoplasmico que se asocian a las moléculas ¢
impiden su transporte a la superficie (5,20,39) o proteinas virales citoplasmaticas

que evilan la transocacion de péptidos dentro del reticulo endoplasmico (37,55).

El citomegalovirus murino (MCMYV) origina un secuestro de las moléculas
de clase 1 (MHC-I) en RE al momento de expresion de los genes virales
tempranos; el mecanismo que explique este fendmeno adn no esta claro (24,30).

Con respecto a citomegalovirus humano, algunos autores han evidenciado
una franca disminucion de 1a expresion en superficie celular de moléculas MHC-1
(17,132), mientras que los niveles de RNAm de la cadena pesada se mantiencn
inalterados durante 1a infeccion, Se postulan varias hipotesis para tratar de explicar
este fenomeno, el cual pudiera significar un mecanismo de evasion viral a la red
de vigilancia y efectora del sistema inmune, y por ello se han dirigido grandes
esfuerzos hacia la obtencion de datos experimentales que permitan determinar el

destino de estas moléculas dentro de la célula al momento de la infeccion viral 42).
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Por un lado existen evidencias de que CMV induce un descenso progresivo
de la expresion de moléeulas MHC-1 en la superficic de fibroblastos infectados i
vilro. en los cuales los niveles declinan desde 24 b post-infeccidn, de modo que a
los 5 0 6 dias practicamente ninguna célula es positiva en términos de
fluorescencia indireeta (FACS). Al parecer esta regulacion solo es negativa para
las moléculas expresadas en La superficie , ya que las mismas células presentan
niveles altos de MUHC-1 y B2m en el citoplasma, comparadas o células no
infectadas en las que hay una distribucion difusa de moléeulas en el citoplasma,
patrn que es dramidticamente alterado después de la infeccian por CMV, cuando

los antigenos de clase I parecen acumularse en el drea perinuclear (Fig 5-1) (7.039)

5.1.1 Participacidu de protednas virales,

En 1988 Beck y Barrell (% realizaron un analisis de la secuencia
nucleotidica del genoma de HCMV y reportaron la presencia de un marco de
lectura abierto cuyo producto de traduccion predicho (H301 o ULLS8) tiene
homologia con la cadena pesada (H) de 1a molécula de clase I del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC-1) de eucariotes superiores. Aunque el gen
viral no sufre procesos de corte y escicion, la secuencia de aminodcidos deducida
revela una alta conservacion de caracteristicas estructurales de MHC- clase 1. La
longitud predicha de la cadena a de HCMV-ULI18 madura es de 350 aminoacidos.
con 13 sitios potenciales de glicosilacion, lo cual hace casi imposible la prediccion
del PM exacto, que debe variar entre 40 y 68 kDa. El dominio alfa 1 tiene
similitud del 21% con ¢l homologo en MHC-1, alfa 2 del 20% y alfa 3 del 22%,
este altimo en los antigenas de clase 1 cantiene un sitio de unién a f2m formado
por una asa de 6 aminodcidas (posicion 258-263); cuatro de estos 6 residuos se

encuentran conservados cu el dominio viral alfa 3, lo que sugiere que ULIS
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también comparte el sitio de union funcional a 52m. Por otro lado, UL-18 contiene
una potencial secuencia transmembranal de 23 aminodeidos, pero su region
citoplismatica no contiene sitios de fosforilacion, Jo que pudiera ser de
sighificancia en el proceso de ingestion viral (8)

Con el fin de determinar si esta proteina homaloga de MHC-] puede
inferaccionar con {32m, Brawne y cols (1) construyeron un virus de vaccinia
recombinante que expresa ambas prateinas, UL-18 y i2m. Como el virus de
vaccinia apaga la sintesis de proteinas celulares, la infeccion de fibroblastos con
cuda clona recombinante sola no resulta en la interaccion de la proteina expresada
con productos génicos cefulares. Cuando las células se coinfectan con ambos virus
recambinantes, el producto del gen UL-18 (PM aprox. 67 kDa) coprecipita con
p2m, usando un mAb contra $2m. En células infectadas con vaccinia-B2m, el
producto recombinante (B2m) es detectado en citoplasma y raramente en
superficie celular, lo cual concuerda con el conocimiento de que la expresion en
superficie de P2m requiere sintesis de MHC-I. En cambio, la expresion en
superficie de células coinfectadas (v-UL18 y v-B2m) aumenta significativamente,
ya que en cendiciones normales las moltéculas de clase 1 se asocian con proteinas
endogenas y presentan sus péptidos a la superficie celular, y en células infectadas
por virus, la presentacion de antigenos a través de estas moléentas permite el
reconochmiento viral por linfocitas antdlogos CD8+; los hallazgos anteriares han
permitido especular que una funcion de fa proteina viral homéloga a MHC-1 es
sceuestrar a f$2m, con esto evitar la maduracion de las moléculas de clase Ty hacer
a la célula infectada por HCMV irreconocible por tas células T citotoxicas del
individuo, lo cual pudiera interpretarse como un mecanismo de evasion a la
actividad del sistema inmune (18).

A la huz de estos conocimientos y haciendo uso de téenicas de DNA

recombinante, recientemente se realizo la insercion del gen de fi-galactosidasa en
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el locus UL-18 del genoma de CMV para inactivar ¢ gen as) Bl virus
recombinante no mostro diferencias fenatipicas con a cepa silvestre de HOMV en
términos de curvas de crecimiento o proporeiones de particulas infectivas. lo que
indica que ¢l producto del gen UL-18 ¢s dispensable para el crecimiento m vitro
de HCMV en fibroblastos. En este trabajo se demostrd que 1a sintesis del
heterodimero de clase T maduro es disminuida en células infectadas a alta
multiplicidad con HCMV y que habia un efecto similar cuando tos fibroblastos se
infectaban con el virus recambinante; con lo que se sugind que aunque el producto
del gen UL-18 pudiera asociarse con f2m, probablemente no esté involucrado
directamente en {a fahta de ensamble de tas moléculas de elase [ 18),

La posible participacion de UL-18 u otra proteina estructural en {a
disminucién de las moléculas de clase 1, asi como los mecanismos noleculares
responsables de este fenomeno y su posible implicacion en la generacion de una
respuesta protectora hacia HCMV adn no ha podido esclarecerse. Al respecto se
ha demoswrado en un modelo murino de infeccion por citomegalovirus murino
(MCMV}) que la infeccion de macrofagos y fibroblastos transformados con el virus
SV40, evita la presentacion deb antigeno T de SV40 a CTL’s especificas, y que
este evento parcce estar relacionado directamente con la expresion de genes
tempranos de MCMYV «28). Por otro lado, estudios realizados por Del Vat y cols
30 y por Campbell (21) describen una inhibicion selectiva en la presentacion de la
proteina inmediata temprana pp89 a clonas especificas de CTL’s y proponen ¢l
producto de un gen temprano como responsable de este efecto a través del bloqueo
del transporte  del  complejo  trimolecular  (MHC-1-B2m-péptido) en el

compartimiento de Golgi medio.
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5.1.2 Alteracion del transporte de MHC-1 a la superficie celulur.

En 1988 Grundy y cols (51, reportaron unat expresion aumentada de
moléculas MHC-1 en cultivos de fibvoblastos humanos infectados con bajas dosis
de HCMV comparados con fibroblastos no infectados; sin embargo, este efecto
decrecio sipnificativamente con la adicton de un anticuerpo neutralizante contra
interferon §§, sugiriendo que ol interferon liberado por las células infectadas fué
responsable de la regulacion positiva de la expresion de los antigenos MHC-I en
fas células no infectadas del cultivo (1),

En 1992, Bames y Grundy (7) demostraron una regulacion negativa de estas
molécutas en superficic dependiente de la dosis viral, tal que en estadios tardios de
Fa infeccion celilar (72 h) Ia mayoria de Tas células infectadas no tienen moléculas
detectables (por inmunoflnorescencia indirceta) en superficie. Este decremento
coincidid  con un incremento en la expresion citoplasmitica y el andlisis de
microscopia de laser permitid la deteccion de las moléculas MHC-1 como

achmulos en el compartimicnto perinuclear dentra de las células infectadas (7).

3.1.3. Degradacion aceleradu de lo cadena H en espacio pre-Golgi,

En 1993, Yamashita y cols (i14t) propusieron una regulacion negativa en ln
expresion en superficie de antigenos MHC-I de células infectadas por HCMV, que
obedece a un defecto que ocurre post-traduccionalmente, probablemente a nivel de

“la formacion correcta del complejo cadena H-B2m y/o a nivel de transporte
intracclular de MHC-LSus estudios se basaron en andlisis de moléculas én
superficie por citometria de flujo-inmunofluorescencia indirecta (FACS) y en

ensayos de immunoprecipitacion, los cuales revelaron una franca reduccion (al
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20%) en ef nivel de MHC-D de eélulas a 72 b post-infeceidn, con respecto aeelulus
o infectadas; esta reduccion fue también abservable adn en presencia deoun
mhibidor de fa sintesis de DNA viral (9-1,3-dihidroxi-2-propoximetit-guaning
DHPG), lo gque indicd que Ta expresion de genes virales tardios no se requiere en el
efecto de regulacion nepativa, Las inmunaprecipitaciones de cultivos marcados
con Metionina-S ** con un mAb (W6/32) que reconoce cadena I1 asociada a {32
detectaron muy poca cantidad de cadena 11 con respecto a las cétulas no
infectadas, sin embargo al precipitar con el mAb TP25.99, que reconoce cadena H
libre v asociada a 32m, no fué cvidente una reduceion en la sintesis de esta
molécula (141).

Istos resultados Hevaron a los mismos awtores a buscar experimentalmente
¢l posible defecto post-traduccional y en 1994 (142) reportaron un fendmeno de
degradacion rapida de MHC-1 en reticulo endoplismico de las células infectadas
con HCMV: comparando el destino de las moléculas MHC-t en fibroblastos
infectados y no infectados, por andlisis de “pulso y caza” en combinacion con
tratamientas con endo-f3-N-acetilglucosaminidasa H (enda 11).

Como otras glicoproteinas, las cadenas 11 del MHC  son
cotraduccionalmente glicosiladas y adquieren manosas en RE; la endo-H rompe las
untones de oligosacaridos de manosas de las proteinas. Durante el transporte de
RE a Golgi, la cadena H pierde las manosas y adquiere aziicares que contienen
galactosa, N-acetilglucosamina y acido sidlico como proceso  natural de
maduracion, de modo que en el compartimiento medio-Golgi, la estructura es
reststente a endo-H (9.10,142). |

En los experimentos descritos con células no infectadas, las cadenas H son
sensibles a4 endo-H inmediatamente después de la sintesis, pero al final de una
“caza” de moléculas de 180 min, virtualmente todas ellas son resistentes, lo que

indica que han alcanzado el Golgi: en contraste, las cadenas H de las células

77



Moléculas del Camplejo Principal de IIl'slncump:lti!vilu’tlt:«l

infectadas permanecen sensibles a endo-1 durante todo el periodo de “caza”, y la
nuyoria de fa proteina desaparece al final, 1o que en esencia hizo suponer que
nunca accesan al aparato de Giolgi y  son degradadas en compartimientos pre-

Golgi (9.10.142),

5.1.4 Reduccidn de lu estabilidad de cadenas H de MHC-1.

Con una esirategia experimental muy similar « la seguida por Yamashita,
Beersma y cols (10) y Warren y cols (132) propusieron en 1993 que [ICMV reduce
los niveles de MHC-{ al interferir con la estabilidad de las cadenas H. Al examinar
1a biosintesis de MHC-1 humanas (HLA-A) en (ibroblastos humanos y fibroblastos
de ratén transfectados con genes que codifican la cadena H de fa molécula HLA-
B27 y B2m humana, encontraron que la reduccion es especifica de la molécula
humana y que ésta es menos estable en los lisados cetulares mantenidos a 37 © C
por diferentes periodos de tiempo, comparada con células no infectadas (10,132).

Ademis, ¢l efecto en la expresion de MHC-1 es insensible al acido
fosfonoacético (inhibidor de sintesis de genes virales), lo que sugierc una

participacion de proteinas virales inmediatas tempranas y no tardias (10).

En un intento de estos grupos de investigacion de explicar como puede la
infeccion por HCMV afectar la estabilidad de las cadenas H se propuso fa
modificacion de la conformacion de estas cadenas después de su sintesis,
resultando en una asociacion reducida con f2m y su ripida degradacion, que
podria ser a través de una interaccion fisica débil y transitoria de una proteina viral

con MHC-1 (10).
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Otras postbilidades son defectos co ¢l aporte o generacion de los péptidos
que se asoctacian a MHC- y/o en la asociacion con chaperoninas. Al respecto,
algunas observaciones, atn no publicadas, indican que no hay  diferencias
significativas  en Ta expresion de las moléculas TAP 1y TAP 2 entre células
infectadas y no infectadas, asi como tampoco en los niveles de la expresion de
la chaperonina 1P-90, molécula requerida en 1o biogénesis de MHC-I estables

(Fig 5-1).

5.2 Moléculas de clase 11,

La participacion de HCMV en la modulacion de la expresion de moléeulas
de clase 11 de MFC ha sido refativamente poco estucliada. En 1986 von Willebrand
y cols (129) asociaran la infeccion por HCMV a una regnlacion positiva de
antigenos MHC-II, en la mayoria de los casos, acompaiiada rapidamente de una
evidencia citologica y/o clinica de rechazo de injertos en pacientes que han
experimentado transplante de rifiomn; este fenomeno fué atribuido- al  IFN-y
producido en respuesta a la infeccion viral, fo cual presumiblemente generaria un
circulo vicioso en el injerto: el TFN y activa monocitos en reposo, los que liberan
IL-1 y ésta incrementaria la presentacion de Ag y por lo tanto la inflamacion, es
decir el rechazo del transplante (120,

Por otra parte, Fujinami en 1988 (38), observo la existencia de una region
homologa y con reactividad inmunologica eruzada entre la proteina viral IE-2 y la
cadena B de HLA-DR, lo cual explicaba, segan el autor, la deteccion aumentada
de molécutas y la participacion directa de HCMV en el rechazo de organos
transplantados. En el mismo afio (128) surgid la primera demostracion de que

HCMV no causa un incremento en la expresion de clase 1 cuando infecta células
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endoteliales. sin embargo cuando se adiciona 1N v al medio de cultivo despuds de
la infeccion, es evidente un aumento en la expresion de aqueltos antigenos.
comparable a células no infectadas, lo que sugicre que CMV no inhibe 1a
expresion inducida par IFN y. A este estudio siguteron otros que revelaron Ta
incapacidad del virus de inducir un aumento de la expresion de HLA DR y DQW!I
en cultivos de células endoteliales en ausencia de citocinas, particularmente 1FN y
10y ya que m viro of IFN 3 es capaz de suprimir La expresion de 11ILA-DR
inducida por TFN v, se plantea fa posibilidad de que la infeceion por HCMV
resulte en la produccion de IFN f} por las células endoteliales, con fa subsecuente

inlubicion de la sintesis de HLA DR,

Este mismo grupo de trabajo demostrd posteriormente una induccion in
vitro de ta expresion de MHC-11 en células endoteliales no infectadas con HCMV,
pero cocultivadas con linfocitos alogénicos CD4+ provenientes de individuos
seropositivos; aparentemente ¢l fenonteno fué una consecuencia de la activacion
de las células T especificas, ya que el efecto inductivo fué totalmente atenuado con

fa adicion de un mAb anti IFN y al cultivo (111),

Finalmente en 1994 Sedmak y cols (1t a través de ensayos de
inmunofluorescencia indirecta/citometria de flujo, mostraron una reduccion franca
de la expresion de superficie y citoplasmiitica de HLA-DR, que na ocurrié cuando
las células fueron tratadas con virus inactivados por tuz UV e IFN y. Por otro lado,
el andlisis tipo "Northern blot” de las células infectadas y tratadas con IFN y
reveld una ausencia de RNAm de MHC-1L 1o cual demuestra que el evento de
reduccion de estos antigenos es secundario a a inhibicion de la transcripcion de
los genes de clase 11 La estrategia usada por HCMV para bloquear la transceripeion

de MHC-Il todavia esta por dilucidarse. Existe la posibilidad de una
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transactivacion mediada por productos de genes virales inmediatos tempranos. o
probablemente ¢l genoma de HCMVY contenga secuencias que presente homologia
con IFN « o B y que eltas retroregulen fa expresion de MHC-IL Esta capacidad
viral pudiera representar un importante mecanismo para la persistencia de HCMV,
al proteger a las células infectadas de la respuesta inmune mediada por linfocitos T
CD4 (+) (Fig 5-2) (1iny,
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Fig. 5-1. Presentacion de antigenos a través de moléculas MHC clase I.
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Fig. 5-2 Presentacion de antigenos a través de moléculas MHC clase 11
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DISCUSION Y CONCLUSIONES.
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Discusion y Conclusiones

La historia reciente del mundo transita por un camino de cambios
importantes en aspectos  primordialmente  economicos y  sociales. que han
repercutido en ¢l entorno ecoldgico y esto a su vez en cambios demogrificos y de
salud. La constante innavacion tecnologica y cientificu ha acclerado de una forma
indirecta y/o directa ¢l ciclo de la vida, generando movimientos que beuefician o
deteriaran fa vida de los individuos. En los aspectos de salud, los cambios han sido
trascendentes. A pesar de que mundialmente la pablacion se duplica cada veinte
afos, principalmente en paises subdesarrollados, y con esto ammenta también <l
nimero de enfermos y enfermedades, {a mortalidad generat ha  disminuido
considerablemente y, de la misma manera, la esperanza de vida al nacer se ha
incrementado. Al interior de este mosaico de cambios, el perfil de morbi-
mortalidad por causas también se ha modificado. En términos generales el
porcentaje de muertes atribuido a enfermedades transmisibles se ha reducido en
mas del 50%, mientras que las defunciones por enfermedades cronico-
degenerativas, accidentes y violencias ha aumentado.

Estas variaciones y alteraciones en el comportamiento de la humanidad y la
naturateza misma estimulan modificaciones o transformaciones en el entorno
bioldgico. de manera que tos virus, microorganismos "casi perfectos”, se afanan en
echar u andar maquinarias evolutivas que les permitan sobrevivir y adaptarse a lo
que se ofrece.

La explosion del Sindrome de Inmunadeficiencia Adguirida por VIH (en
Meéxico es ya la tercera causa de muerte en hombres de 20 a 30 afos) y ¢l gran
aumento de casos de transplantes de Organps, entre otras sihwaciones. han

permitido la reactivacion masiva y compleja de virus persistentes, oportunistas y
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patogenos, b es el caso de citomegalovirus humano (HCMV), causante de la
muerte del 90% de pacientes con SIDA que presentan infeceion por este virus, y
de un elevado mumero de casos de infecciones perinatales, congénitas, por
transfusiones y transplantes.

Hasta el momento no s¢ cuenta con un tratamiento profilictico (vacunal)
que ayude a individuas inmunocomprometidos a resolver una infeccion por
HCMV, o que se debe en gran medida a la falta de entendimiento acerca del pobre
reconocimicnto inmune en etapas tardias de la infeccion. Escencialmente existen
dos razones por Tus cuales pudiera darse una infeccion viral persisteite; una
respuesta inmune ineficiente e inefectiva en ¢ reconocimiento y la eliminacion de
particulas virales y/o células infectadas, y una estrategia (mica de replicacion viral.
Lo cicrto es que la persistencia viral ocurre en la naturaleza como un mecanismo
de evasion det sistema de vigilancia inmune del huésped, aunque a nivel molecular
todavia no se han resuelto con exactitud las preguntas de (como se da y que media
o permite esta permanencia? jocurre, al menos en cierto grado, tolerancia
inmunologica durante una infeccion viral persistente? ;si no hay delecion clonal,
qué le permite al virus persistir, en ocasiones durante toda la vida de un
individuo?. Los plantcamientos para abordar o armar este rampecabezas
constituyen el gran reto de la virologia moderna, ya que el interés estriba no solo
en razones intelectuales, sino en objetivos pragmaticos de prevencion, tratamiento
o cura de infecciones persistentes.

Para lograr productos que generen una inmunidad efectiva contra
citomegalovirus, es importante comprender con profundidad los mecanismos de
patogenicidad, asi como la namraleza de la respuesta inmune que se genera en
contra del virus; por lo que es necesario que la investigacion cientifica se enfoque
fundamentalmente en la generacion de informacion en aspectos de la biologia

celular y molecular e innumologia de la infeccion, primordialmente.
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La aparicion y desarrollo de tecnologios modernas de Inmuno-biologia
molecular han tenido avances sin paralelo en fa altima década y han permitido
obtener francos adelantos en el estudio de tas vanas estrategias usadas por HCMV
para evadir 1 red de vigilancia y efectora del sistema mmune, fas cuales, al
parecer. no se dan gislada, sino coneertada y simultaneamente.

Las evidencias que se tienen al respecto a la luz de los conocimientos
actuales, y que hemos presentado a lo largo de esta revision se refieren a:

El ocultaniiento viral, a través de la latencia y fa infeceidn en continuidad, lo que
reduce la posibilidad de que el virus sea detectado por el sistema inmune; la union
a su envoltura de inmunoglobulinas G y de moléculas de beta-2-microglobulina,
que fe permiten un efecto de enmascaramiento; ta capacidad de hacer mimetismo
molecular mediado por estructuras can diversos grados de homologia a moléculas
celulares, y la inmunosupresion que provoca, al alterar algunas funciones de
monocitos y macrofagos, como es la produccion de -1, Aunado a dstos,
interesantemente la infeccion por HCMV induce un fendmena de regulacion de la
expresion en superficie celular de las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad, en particular cuando se trata de moléeulas de clase 1 maduras,
el efecto es de franca y consistente reduccion en varios sistemas in vitro
analizados, micntras que con respecto a moléeulas de clase Il adn se no se conoce
en su totalidad el efecto o la participacion que HCMV pudiera tener. De cualquier
modo, ¢ resultado final implica un dréstico impacto en la eficiencia de resolucion
de la infeccton viral, ya que la inmunidad mediada por células es responsable de
eliminar las infecciones virales y limitar Ia reactivacion de virus persistentes a
través de linfocitos T citotoxicos, primordialmente de fenotipo CD8+, contra

antigenos virales presentes en las células infectadas,
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Se han postulado varias hipotesis para tratar de exphicar el fenomeno de
disminucion de close I:
- Competencia entre la cadena 11 de la molécula del MIC-Ty ¢ producto del pen
viral UL-18 por 1 B-2m disponible en reticulo endoplasmico: esta hipatesis es
basada en ¢l alto grado de homologia secuencial entre UL-18 y cadena H, v
apoyaria la observacion de que en fases tardias de Ta infeceion s cvidente un
decremento de la respuesta inmune.
- Alteracion del transporte de MHC-1a ta superlicie celular por fa acumulacion de
moléculas en espacio perinuclear.
- Degradacion acelerada de la cadena pesada de MHC-1en espacio pre-Golgi.
- Reduccion de 1a estabilidad de las moléculas MHC-1 y por consigniente de la
maduracion y expresion de éstas.

Adn cuando los mecanismos 2,3 v 4 propuestos no pecesariamente se
excluyen y han sido parcialmente demostrados en forma experimental, no se ha
resuelto de que manera participa HCMV en la regulacidn de la expresion de MHC

y por consiguiente en ¢l disparo de los células citotdxicas,
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