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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Realizar un compendio de Virologia Médica, actualizado, de
presentacion homogénea y atractiva, a través de la utilizacion
de esfuerzos anteriores por lograrlo, investigacion bibliografica

y principalmente en medios electronicos, para de este modo

obtener un material didactico de alta calidad en cuanto a
contenido y de facil entendimiento para la Comunidad
Universitaria involucrada con esta asignatura.

OBJETIVOS PARTICULARES

Elaborar un nuevo formato homogéneo, actualizado y de facil
entendimiento dirigido a los estudiantes y profesores que se
relacionan con la materia de Virologia Médica.

Reunir, analizar y finalmente realizar una sintesis para
actualizar el material didactico dirigido a impartir la materia de
Virologia Médica.

Investigar en medios electronicos todo lo referente a
novedades de la virologia para de este modo renovar la
presentacion y actualizar la informacion contenida en el

material didactico de la materia de Virologia Médica.



INTRODUCCION

INTRODUCCION

La necesidad de un material didactico de apoyo para impartir la materia de Virologia
Médica en la Carrera de Quimico Farmacéutico Bidlogio (QFB), especialmente en la FES

Cuautitlan, ha sido una de las prioridades de los profesores involucrados con la misma.

Esta necesidad surge debido a circunstancias inherentes a la actividad docente, pero
también a factores que van mas alla del contenido de la propia materia, principalmente a la

carga de trabajo estudiantil y a la velocidad en la que se genera mas y mejor informacion.

Con este entendimiento se toma la decision de presentar este trabajo como tesis, que
se encuentra enfocado principalmente a que los estudiantes de Virologia Médica para que
tengan a su alcance un material que sea sencillo de entender, pero que no por eso la
informacion sea deficiente, sino por el contrario, que sea un material muy claro, atractivo en
cuanto a presentacion, actualizado y sobre todo que contenga en su totalidad los temas que
se imparten en esta materia y que su conocimiento y manejo se consideran indispensables

para el desarrollo de la vida profesional del QFB.

Para esto es importante sefialar que han habido mdltiples esfuerzos por lograr lo
anterior, pero trabajando las unidades por separado. Se hace uso de estos esfuerzos como
bibliografia de base, ya que a partir del estudio y analisis de los mismos se comienza a crear
un material homogéneo en cuanto a formato, concreto en lo que a informacién se refiere y se
actualizara en ambos aspectos a través de la investigacion en medios electrdnicos,
principalmente en Internet, logrando de esta manera alcanzar los objetivos planteados con

anterioridad.



RESUMEN

RESUMEN

El presente trabajo constituye una propuesta para actualizar y homogeneizar, el
material didactico que se utiliza para impartir las Unidades Programaticas que conforman a
la materia de Virologia Médica, como parte del plan de estudios de la carrera de Quimico
Farmacéutico Bidlogo en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan perteneciente a la
UNAM.

De este modo se presenta un compendio que contiene todo lo referente a:

e Introduccidon a la virologia: En este capitulo se presenta una semblanza de los
acontecimientos histdricos de relevancia indiscutible para el desarrollo de la virologia
hasta nuestros dias. Se establece todo lo referente a generalidades de los virus en
cuanto a conceptos, naturaleza, morfologia, factores que los influencian y los diversos
criterios para clasificarlos.

e Replicacion viral: Se hace un planteamiento general de los procesos de un virus para
replicarse, exponiéndose los distintos mecanismos de acuerdo a sus caracteristicas
morfoldgicas, con el propdsito de que al revisar los mecanismos de replicaciéon
especificos de un virus sean absolutamente comprendidos.

e Técnicas de estudio viral: Siendo el capitulo mas especifico, se revisan todas las
técnicas de estudio viral de forma completa, esto es fundamentos, metodologias y usos.

e Patogénesis y epidemiologia: Esta es una unidad que no debe de representar ninguna
dificultad para un estudiante de Virologia médica, ya que a lo largo de la carrera ya se
han revisado la mayoria de los conceptos que aqui estan contenidos. Sin embargo
también se maneja todo lo referente a la terapia viral, debido a que su conocimiento es

imprescindible.



HIPOTESIS

HIPOTESIS

Si se realiza un compendio de los esfuerzos pasados por
actualizar el material didactico para impartir la materia de
virologia médica, y ademas se lleva a cabo una
investigacion en medios electrdnicos, entonces se
obtendra un material homogéneo, actualizado y de facil
entendimiento dirigido a los estudiantes y profesores que
se relacionan con la materia de Virologia Médica.



RESULTADOS

RESULTADOS

Al cabo de la investigacion y la recopilacion de
informacion, se hizd una seleccion minuciosa de cada uno de
los temas, con el objeto de dar un formato dinamico, de tal
manera que el lector pueda accesar a la informacion sin
dificultad. A continuacion se incluyeron las imagenes de un
modo estratégico, para complementar el entendimiento.

Para comenzar se hizd una retrospectiva de la historia de
la virologia, seguido de una serie de conceptos basicos y una
clasificacion global de aquellas utilizadas a lo largo del
tiempo. Se incluyeron algunos topicos que van a la
vanguardia, como son los aspectos de diagnostico por
biologia molecular, sin dejar a un lado las técnicas de rutina
basicas, los hallazgos mas recientes en materia de
replicacion y el como se comporta un virus en el organismo
hospedero. También se abordo el tratamiento adecuado para
combatir los efectos dafinos de estos organismos.

De esta manera, se presenta a continuacion, el
resultados final de toda la labor de busqueda, organizacion y
actualizacion, en base al programa de la asignatura de
Virologia Médica.



INTRODUCCION A LA VIROLOGIA

UNIDAD PROGRAMATICA I

INTRODUCCION A LA VIROLOGIA

OBJETIVOS

1.Conocer los aspectos importantes de la historia de Ia
virologia.

2. Identificar las caracteristicas morfoldgicas y quimicas de
los virus de interés médico.
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INTRODUCCION A LA VIROLOGIA

1.1 HISTORIA DE LOS VIRUS. (Tabla 1)

FECHA EVENTO

Hace alrededor de 3000 anos que
se conoce la poliomielitis. Una
estela egipcia fechada entre estos
anos proveniente de Menphis, la
capital del antiguo Egipto muestra
1580-1350 a.C. | un sacerdote, llamado Ruma con
una pierna atrofiada,
probablemente debido a la
poliomielitis, siendo esta
posiblemente la huella mas antigua
de la enfermedad. ¥

Otra evidencia de la poliomielitis fue
encontrada en 1905, al excavar la
tumba del faradn Spitah en el valle de
los Reyes, la momia del faradén que
muri6 subitamente a los 20 afos,
1200-1183 a.C. | myestra en su pierna izquierda indicios
clasicos de poliomielitis, tales como el
adelgazamiento de la pierna y el pie
rigidamente extendido emulando una
pezufia de caballo. ¥

Se cree que el faradn Ramses V,
sucumbio a causa de viruela, ya
1196 a.C. que la momia presenta lesiones
pustulares en el rostro similares a
las de pacientes actuales.

11
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1000 a.C.

Se sabe que los chinos ya
practicaban un método de
inmunizacion de la viruela
administrando por la nariz polvo de
las costras de las pustulas o
inoculando pus de la lesion en una
incision en el antebrazo de los
nifios. )

950 a.C.

Otra evidencia de la presencia de la
viruela se registrd en china
plasmada en una lamina donde
vemos a una joven china
padeciendo viruelas, lo que

llamaban "flor del cielo". &

430 a.C.

Hipdcrates consideraba que la
peste se propiciaba en las
estaciones calidas y himedas. En
su Tercer Libro de las Epidemias
afirma que el estado del aire y los
cambios de estacion engendran la
peste. Aristoteles si embargo las
atribuia a la influencia de los
cuerpos celestes. >

12
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S. XVIII a.C.

La primera descripcion de la Rabia
se hace, en el Cédigo Eshuma en
Babilonia. Desde la antigliedad ya
se habia establecido la relacion
entre la rabia humana vy la rabia
debida a mordeduras de los
animales (espeg?)lmente perros).

1347-1350

Hay quien afirma que la influenza
se introdujo por la tripulacién de un
navio genovés, la que habiéndose
contagiado en Kaffa (Crimea),
introdujo la enfermedad en el
occidente europeo. Desde Italia, la
influenza alcanzé en 1348 la
Provenza, el Languedoc, La Corone
de Aragodn, Castilla, Francia y el
centro de Europa. ¥

1492-1521

Un soldado de la expedicion de Panfilo
de Narvaez arrib6é a México enfermo de
viruela, enfermedad hasta entonces
desconocida en Mesoameérica. La falta de
inmunidad natural a la viruela permitié
que ésta se extendiera rapidamente
entre la poblacion indigena con
desastrosas consecuencias para la
misma. 7V

13
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1593

Para cuando el virus mosaico atacé
a los tulipanes holandeses
manchando sus pétalos con colores
graciosos de vivas llamaradas, las
ganancias de la venta de estas
flores se multiplicaron dando
origen a la llamada fiebre del
Tulipan de L "ecluse, ya que este
cientifico fue el que comenzo su
comercializacién. ¥

1796

El cientifico britanico Edward
Jenner produce la primera vacuna,
contra la viruela. Jenner descubrid
que una inoculacion deliberada con

el virus relativamente leve de la
vacuna protege a los seres
humanos contra la viruela, una

enfermedad que puede ser mortal.
(76)

1885

Josef Meister, un nifio alsaciano,

fue la primera persona protegida

con la vacuna que Luis Pasteur
desarrollo contra la rabia y, ademas
de sobrevivir, trabajaria luego como

portero del futur? %nstituto Pasteur.
76
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1886

Adolf Mayer estudiaba la
enfermedad del mosaico en el
tabaco, dandose cuenta tras varios
experimentos que ésta era
producida por un agente
infinitamente mas pequeho que las
bacterias. ¢

1892

En este afo Dimitri Ivanovski
demostrd la transmision del agente
del mosaico del tabaco ahora
conocido como virus del mosaico
del tabaco (VMT). 2

1898

Friedrich Loeffler y Paul Frosch
pasaron por filtracién al virus
animal de pies y boca de un

becerro a otro con una dilucion de
10, ©?

Friedrich Loeffler

15
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1898

Martinus Beijerinick Confirmd y
extendid los resultados de
Iwanowski sobre el mosaico del
tabaco y fue el primero en
desarrollar la idea moderna de
virus, al cual se refirié6 como fluido
vivo contagioso (germen vivo
soluble). ¢

1900

Walter Reed y su grupo
trabajaron realizando
experimentos con voluntarios, y
comprobaron que la fiebre
amarilla era
transmitida por el mosquito Aedes
aegypti. Una vez que se comprobd
que la fiebre se transmitia por un
mosquito se emprendieron exitosas
campanas en Cuba, Panama vy
Brasil. ¢

1903

En nuestro pais fue el Dr.
Eduardo Liceaga quien inici6 en
Veracruz la campafia contra los

mosquitos. En ese afio se

registraron en el pais 3848
casos y 1583 defunciones
por fiebre amarilla. G®

16
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1911

Peyton Rous descubrid que el
cancer puede ser inducido en pollos
sanos al inyectarlos con un extracto

libre de células de un tumor

proveniente de un pollo enfermo,
ésta fue la primera demostracion
de la existencia de los virus
oncogénicos. ¢

1916

Frederick W Twort Descubri6 al
agente filterable responsible de la
lisis bacterial y lo llamo

“transformacion vitrea”. %

1916

Miles de personas huyen de Nueva
York cuando la ciudad sufre una de
las peores epidemias de la
poliomielitis, que paraliza a 27,000
personas y mata a 9,000. &9
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1917

Felix d'Herelle fue de los primeros

en reconocer virus que infectaban

bacterias siendo él quien los llama
bacteriéfagos. ¢?

sy
fn.

1918 -1919

La llamada “gripe espafnola” se
cobré entonces entre 20 y 40
millones de vidas humanas, por lo
que es considerada la mayor
epidemia conocida. 7%

1937

El descubrimiento de Walter Reed
hizo que a la larga Max Theiler
lograra la propagacion del virus en
embrién de pollo y produjera con
éxito una vacuna atenuada que aun
se usa en nuestros tiempos. ¢

18
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1920-1930

Woodruff y W. Goodpasture
desarrollaron a lo largo de ésta
década la técnica del embridn de
pollo para la propagacion de virus
para su aislamiento y cultivo. ¢V

1930-1932

Durante estos afios se comenzo a
desarrollar la Microscopia
electronica, hasta llegar a 1932
cuando los Alemanes M. Knoll y
E.H. Ruska producen el primer
microscépio electrdnico. ¢

1941

Norman Gregg, médico australiano
alertd sobre los efectos de la
rubéola durante el embarazo. ®®

1945

F M Burnet describe la fiebre
amarilla proveniente de barcos de
comercio Africanos. ©%

19
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1949

J. F. Enders, F.C. Robinson y T.H.
Weller, lograron cultivar al virus de
la polio en tejido embrionario
humano, iniciando la tecnologia de
cultivo celular.

1950

En ésta época cientificos de la

CSIRO en Australia ayudaron a

introducen el virus del myxoma
para matar conejos. Con el tiempo
ésta medida se ha debilitado por

resistencia de los animales,
incrementandose la poblacion de
conejos nuevamente, ¢

1950 - 1960

En 1954 se pone a prueba entre la
poblacion la primera vacuna contra
la poliomielitis, creada por el
cientifico Jonas Salk.

En 1957, in investigador
estadounidense, el Dr. Albert Sabin,
cred la vacuna antipoliomielitica
oral, derivada de un virus vivo
debilitado.

A mediados de los afos 1960, la
vacuna oral sustituira a la vacuna
de Salk. ®
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1952

En éste afo Hershey y Chase
demostraron que el ADN aislado
infectaba la bacteria, pero que en
ausencia de ADN las proteinas no

producian la infeccion, lo que
probaba que solo el ADN, y no las

capas de proteinas, podia transmitir
informacién genética. ¢?

1953

Durante ésta época James
Watson y Francis Crick descubren
que la forma del ADN es de una
doble hélice, poniéndole fin a la
carrera por hacer éste
descubrimiento en el mundo. ©°

1954

Los ninos reciben la vacuna contra
la poliomielitis por primera vez
en México. 7%

1956

Se logra aislar al citomegalovirus.
(97)

21




FECHA

EVENTO

INTRODUCCION A LA VIROLOGIA

1956

Grerer y Schramm describen al
prion definiéndolo como un acido
nucleico infeccioso. ©%

1957

Andre L. Woff establece las bases
para la clasificacion viral. ¢¥

TREFRFRAE N

H
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1957

El virélogo britanico Alick Isaacs y su
colega suizo Jean Lindermann fueron
los primeros en identificar, en 1957,
una de estas proteinas, en células de
embriones de pollo. Se vio que
interferia o impedia la infeccién de las
células corporales por los virus. La
llamaron interferén. ¥

1959

Salvador E. Luria nacié en Turin en
1917 y tras dedicar la mayor parte de
su vida a la investigacion viral, en
especial en bacteriéfagos, introduce el
concepto de virus en éste afio. ¢
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FECHA EVENTO
Enders elabora la vacuna de
sarampidn. ¢
1960
Bauden plantea enfermedades
virales en plantas. ¥
1964
Andre K. Wiff y Tyrbuer proponen
1966 una nueva clasificacién viral. %
En Marburgo Alemania durante éste
ano se identificod un virus que
1967 causaba fiebre hemorragica mortal

al que se le dio el nombre de virus
Marburg. ®
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1970

Termin y Baltimore logran describir
a la Transcriptasa Inversa, dando
una nueva herramienta para el
desarrollo de la virologia. %

TRANSCRIPTASA INVERSA (TT)

1975

En 1975, Kohler y Milstein aislaron
el primer anticuerpo monoclonal,
con lo que logré desarrollar la
técnica de ELISA, fundamental para
el estudio de la virologia. ¢

1976

Fue el ano en que se identifico al
virus del Ebola, que atacd en Zaire
matando al 80% de sus victimas
provocando una grave hemorragia
interna y fiebre. ¢?

1977

Gracias al éxito de la campaia
organizada por la OMS en 1967, la
Viruela quedd confinada al
continente africano, hasta llegar al
ultimo caso natural, registrado en
durante este afio en Somalia. ©%
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1981-1983

Al principio de la década de 1980

fallecimientos debidos a infecciones
oportunistas. Se comprobd que un

se detectaron diversos

gran nimero de estos
fallecimientos se producian en
varones homosexuales,
inmunosuprimidos sin razon
aparente. En 1983, un especialista
francés en cancer, Luc Montagnier,
del Instituto Pasteur de Paris,
consiguio aislar un nuevo retrovirus
humano de un hombre que
padecia un sindrome de
inmunodeficiencia adquirida. Este
virus, conocido en la actualidad
como VIH, resultd ser el agente
causante del SIDA. &

1983

Tras la identificacién del VIH se
desarrollaron un grupo de
medicamentos antirretrovirales,
denominados analogos de los
nucledsidos, que inhiben la accion
de esta enzima; entre éstos se
encuentran la zidovudina o AZT. &2

1996

De esta manera, se aprobo la utilizacion
en los bancos de sangre de una prueba de
laboratorio suplementaria que permitia
detectar estos antigenos y que permitia
identificar el virus antes de que el sistema
inmune fabricara sus anticuerpos. “?
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2000

Se publica el 7° reporte de la
reunion de la ICTV (International
Comittee on Taxonomy of Viruses),
gue se reune cada 4 afos, en el
que se reconocen mas de 1550
especies de virus, pertenecientes a

3 ordenes, 56 familias, 9

subfamilias y 233 géneros. "

2003

En el mes de marzo la OMS lanzaba
una alerta mundial advirtiendo sobre
un contagioso tipo de neumonia
detectado en Asia. Los cientificos
comenzaron a trabajar contrarreloj y
€n pocas semanas varios
investigadores de Honk-Kong
identificaron el virus que causaba la
enfermedad y desarrollaron un sistema
para detectarla en ocho horas, aunque
el problema mas grave era la falta de
un tratamiento eficaz, ya que el virus
se mostraba inmune a los antibidticos
tradicionales. Este brote de neumonia
se propagd en la regién de Cantdn,
Hong Kong y se extendid hasta los
Estados Unidos, Europa y Australia,
contandose treinta paises afectados
debido a los viajeros. La lista paso
rapidamente a miles de enfermos y a
centenares de muertos. No hay
precedentes en la historia de una
infeccion respiratoria que se haya
expandido tan rapidamente como la
gripe asiatica, bautizada oficialmente

como sindrome respiratorio agudo
severo (SARS). 2
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1.2 CONCEPTO Y NATURALEZA DE LOS VIRUS

CONCEPTO ¢9

La palabra Virus proviene del latin, ‘veneno’.

El término virus se utilizd en la dltima década del siglo XIX para describir a los agentes
causantes de enfermedades mas pequefios que las bacterias.

Los cientos de virus conocidos son causa de muchas enfermedades distintas en los
seres humanos, animales, bacterias y plantas.
La definicion moderna de virus y por supuesto la mas correcta es la siguiente:

“ Es un agente infeccioso que tiene material gendmico, entidad microscopica, filtrable,
capaz de replicarse en células procaridticas y eucaridticas, utilizando la maquinaria

biosintética de la célula para generar nuevos viriones”. ¥

Virién: particula viral completa, madura e infecciosa. Es la unidad estructural de los virus.

NATURALEZA®®

= Compuestos por:
¢ RNA o DNA —nunca ambos— .
e Capa protectora de proteinas o de proteina combinada con componentes
lipidicos o glucidos.
= El genoma puede ser:
e Monocatenario 0 Bicatenario.
e Lineal 0 Circular.
e Segmentado o no.
» Naturaleza fisica:
e Viables a temperaturas que van desde los 40° C hasta los — 196°C (N liq).
e Resistentes a la purificacion (obtencion de vacunas).
e Cristalizables (estudio de estructura).
» Naturaleza bioldgica:
e Parasitos intracelulares obligados.
Submicroscopicos.
Capacidad de mutacion.
Capacidad de infeccién celular.
Capacidad de hemaglutinacion.
Antigénicos. 10

27



INTRODUCCION A LA VIROLOGIA

1.3 CARACTERISTICAS COMPARADAS ENTRE
LOS VIRUS Y OTROS MICROORGANISMOS.
Tabla 2

BACTERIA RICKETTSIAE |CHLAMYDIAE

=

Crecimiento
en medios
simples

Division
binaria

Acidos
nucleicos

Ribosomas

Susceptibilidad
a antibioticos

Susceptibilidad
al interferon

NESEARNRN %

x| SN NN X
| % | %| x| %
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1.4 FACTORES AMBIENTALES QUE

AFECTAN A LOS VIRUS
Tabla 3 19

TIPO |FACTOR MECANISMO DE ACCION OBSERVACIONES
Al aumentarse produce: Con éste método pueden extraerse
TEMPERATURA =  Desnaturalizacion proteica de capside. acidos nucléicos a partir de virus
= Disminucién de la vida media. inactivados.
@) Su sensibilidad aumenta al cambiar el pH con
O la presencia de factores como: L ibilidad de | . .
«  Sales en especial de Mg™. a sensibilidad de los virus varia
O |[pH Protel dependiendo del factor que se
—_ . roteinas. Utilice
0] = Cistina. .
‘E = Polisulfuros.
Este agente resulta ineficiente
A través de luz UV a 260 nm de longitud de|debido a la presencia de
RADIACIONES onda se afectan los acidos nucléicos. mecanismos de reparacion
enzimaticos y genéticos.
SOLVENTES ip:vcétlsvggznt ercz:fl: zo\gl/(r)lones encapsulados  a| . jnactiva viriones desnudos.
Actlian como bactericidas, los mas efectivos . .
son: Son efectivos solo en algunos virus,
. y se requiere de concentraciones
DESINFECTANTES . :?;i%;l mas elevadas que las usadas
. Cloro ) inactivando bacterias.
Estos se ligan al &cido nucleico viral,
volviéndolo sensible a la inactivacion por la
luz, se utilizan:
COLORANTES = Azul de toluidina.
= Rojo neutro.
) = Proflavina.
O Proteoliticas Lipoliticas
@) ENZIMAS Son mas sensibles a | Virus encapsulados: | Para utilizar éste método hay que
L éstas: = Fosfolipasas Ay |saber elegir la enzima correcta.
Z = Pronasa. C.
N ~ 7.
- No i6nicos ﬁgg)rgléc: sde los
@4 Solubilizan lipidos de f o
membrana y e ectc_)§ no ionicos
desnaturalizan solubilizan cubiertas y
DETERGENTES , capsides en -
proteinas. linéntid
= Nonidet P450. po'pepdt' 0s
. . separados
Triton X100. =  Dodecilsulfato de
sodio.
Se utilizan 3 clases:
= Andlogos de las bases del DNA
MUTAGENOS modificandolo en la autoduplicacion. El objetivo de éste método es el de

= Alteradores quimicos de las bases del
DNA en reposo.
= Eliminadores de las bases del DNA.

inducir progenie viral alterada.
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1.5 ORGANIZACION DE LOS VIRUS
Tabla 4

= Esférica.
FORMA =  En ladrillo.
=  Filamentosa.

TAMANO

= QOscila entre el de las bacterias mas
pequeias y el de las

macromoléculas.
ESTRUCTU RA = Se mide su diametro en nm.

= Envueltos (si).

ENVOLTURA = Desnudos (no).

= Icosaédrica.
=  Helicoidal.
= Compleja.

SIMETRIA DE
NUCLEOCAPSIDE

COMPOSICION |Acpo nuLErco gm- Genoma

viral.

QUIMICA PROTEINAS Capside. i

Nucleocapside.

Virus con capside desnuda

ARMN

Proteina

Proteina
estructural

Gluceproteina

FIGURA 1: Estructuras de un virus con capside desnuda (arriba, izquierda) y de otro con envoltura, dotados

de una nucleocapside icosaédrica (izquierda) o de una ribonucleocapside helicoidal

ribonucleocapside helicoidal esta formada por proteinas viricas asociadas con un genoma RNA.
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yqqu 39[

Cinco subunidades Pentimetro Virus inmaduro WVirus maduro {12 pentimeros)

FIGURA 2: Ensamblaje de la capside icosaédrica de un picornavirus. Las proteinas individuales se
asocian en subunidades que se asocian en protdmeros, capsdmeros y una procapside vacia. La inclusion del
genoma RNA (+) desencadena su conversion en la capside final.

Es importante desarrollar después de la estructura, la FUNCION que cumplen cada
uno de los componentes. Estructura y funcidn siempre van juntas, pues si cambiara la
estructura, simultdneamente cambiaria la funcion. Para éste efecto a continuacidon se
presenta una tabla en la que podemos relacionar al componente especifico del virus con su
composicién quimica y funcién.*®

PARTE CONSTITUYENTE | COMPOSICION QUIMICA FUNCION
) e Cddigo genético
CORE Acido nucleico (DNA 6 RNA) [e Infectividad

e  Cubrir y proteger al core
e Forma y tamafio

CAPSOMEROS Proteina e Peso molecular
¢ Componente antigénico
CAPSIDE Formada por capsémeros e Receptor en los virus desnudos
e Proteina i
e Lipidos e Virus envueltos
MEMBRANA e Glucidos Forma
e Virus envueltos
Glicoproteina e Se proyectan desde la membrana
ESPICULAS  Antigenicidad
No siempre se presentan e Receptor
e Virus desnudos
Glicoproteina e Nombre especifico al virus
PROYECCIONES e Antigenicidad
No siempre se presentan e Receptor

TABLA 5: Partes, Funcion y Composicién quimica de los virus.
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1.6 METODOS PARA EL ESTUDIO DE LOS VIRUS
Tabla 6

METODO

FUNDAMENTO

FISICOS

CENTRIFUGACION

Principio basado en la fuerza cetripeta para separar
sustancias de diferentes densidades.

ELECTROFORESIS

Movimiento de particulas eléctricamente cargadas a
través de un gas o liquido como resultado de un
campo eléctrico formado entre unos electrodos
sumergidos en el medio.

ESPECTROFOTOMETRIA

El espectrofotdmetro se usa para medir la intensidad
de un espectro determinado en comparacion con la
intensidad de luz procedente de una fuente patrén.
Esta comparacién permite determinar la
concentracién de la sustancia que ha producido ese
espectro.

QUIMICOS

CROMATOGRAFIA

Técnica de analisis quimico utilizada para separar
sustancias puras de mezclas complejas. Esta técnica
depende del principio de adsorcion selectiva.

PRECIPITACION

Proceso o fendmeno de formacion de un segundo
estado o fase de la materia, dentro de una primera
fase.

DIALISIS

Método que utiliza una membrana semipermeable
para separar diversos elementos,
ej. Hemodialisis.

MICROSCOPIA
ELECTRONICA

DE TRANSMISION

Se dirige el haz de electrones hacia el objeto que se
desea aumentar. Una parte de los electrones rebotan
0 son absorbidos por el objeto y otros lo atraviesan
formando una imagen aumentada del espécimen. Se
debe cortar la muestra en capas finas, no mayores
de un par de miles de angstroms. Se coloca una
placa fotografica o una pantalla fluorescente detras
del objeto para registrar la imagen aumentada. Los
microscopios electrénicos de transmision pueden
aumentar un objeto hasta un millén de veces.

DE BARRIDO

El objeto se puede colocar con muy pocos
preparativos. Su funcionamiento se basa en
recorrer la muestra con un haz muy concentrado
de electrones, Los cuales pueden dispersarse al
alcanzar la muestra o provocar la aparicion de
electrones secundarios. Estos son recogidos y
contados por un dispositivo electrénico situado a
los lados del espécimen. Cada punto leido de la
muestra corresponde a un pixel. Cuanto mayor
sea el nimero de electrones contados por el
dispositivo, mayor sera el brillo del pixel en la
pantalla. A medida que el haz de electrones barre
la muestra, se presenta toda la imagen de la
misma en el monitor. Se pueden ampliar los
objetos 100.000 veces o mas, produciéndose
imagenes tridimensionales realistas de la
superficie del objeto.
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METODO

FUNDAMENTO

METODOS
INMUNOLOGICOS

ELISA

Procedimiento de ensayo inmunoenzimatico, el
cual recurre al empleo de inmundgenos, haptenos
0 anticuerpos marcados con una enzima, para
revelar el reactivo complementario a nivel de
distintos fluidos bioldgicos.

INHIBICION DE LA
HEMAGLUTINACION

La prueba de inhibicién de la hemaglutinacién esta
basada en la inhibicién de la hemaglutinina viral
por un anticuerpo especifico. La prueba detecta

indirectamente, la presencia de un virus
hemaglutinante. Debido a que el virus es una
proteina extrafia, propiciara la formacion de
anticuerpos en el hospedero. Si el suero del
hospedero inhibe la hemaglutinacién de un virus
que normalmente lo hace, entonces significa que
el virus se encontraba en el hospedero.

HEMADSORCION

La adsorcion especifica de los eritrocitos al cultivo
celular provee un acercamiento practico al
diagndstico de una infeccién viral, antes de que el
CPE sea observado o en casos en donde el agente
se puede propagar sin dafios aparentes a las
células. Esta técnica fue desarrollada por Vogel y
Shelokov. La prueba debe hacerse con sangre O
positiva de humano, becerro, cerdo de guinea,
oveja, rata, mono rhesus y pollo a una
temperatura de 37° C, ambiente 0 a 4° C.

HEMAGLUTINACION

Algunos virus o el antigeno derivado de ellos, se
adsorben a los eritrocitos a través de receptores
en sus membranas. Como resultados los
eritrocitos se aglutinan.

RIA
(RADIOINMUNOANALISIS)

Competencia por un sitio de unién especifica
(anticuerpo), entre una sustancia marcada
radioactivamente (antigeno marcado) y una

muestra similar no marcada.

WESTERN BLOT

Técnica de separacion e identificacion de
proteinas inmunogénicas.

NEUTRALIZACION

El suero y los virus se unen bajo ciertas
circunstancias y son inoculados en un hospedero
susceptible (animal, embrién de pollo 6 cultivo
celular). Si los anticuerpos para el virus en
cuestion estan ausentes, la enfermedad, lesiones
o la muerte podria presentarse. Cuando los
anticuerpos estan presentes no se observan estas
reacciones.
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METODO

FUNDAMENTO

METODOS DE
BIOLOGIA
MOLECULAR

PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (RCP)
utiliza una enzima llamada polimerasa para
multiplicar rapidamente un pequefio fragmento de
acido nucléico.

SLOT BLOT

Un analisis de DNA por dot blot o slot blot es
similar en principio a un Southern blot, en que el
DNA inmovilizado en un soporte sdlido es
hibridado con una sonda complementaria. Sin
embargo, el DNA no es digerido ni sometido a
electroforesis a través de un gel.

SOUTHERN BLOT

Estudios de fragmentos de ADN, detectados por
hibridacion con sondas radioactivas.

HIBRIDACION /n situ

Consiste en mapear un gen por hibridacion
molecular de una secuencia clonada de ADN
marcado con radioactividad o fluorescencia, en un
cromosoma extendido sobre una laminilla.

NORTHERN BLOT

Técnica de estudio de las moléculas de ARN.

CAPTURA DE HIBRIDOS

La captura de hibridos es una prueba de DNA no
radiactiva similar a un inmunoanadlisis, el cual
provee resultados cuantitativos.

RFLP
(RESTRICTION FRAGMENTS
LENGTH POLYMORPHYSM)

Deteccion de fragmentos de DNA de distinto peso
molecular (por digestion con la misma enzima de
restriccion) en diferentes organismos, es necesario
utilizar sondas especificas para visualizar solo
ciertos fragmentos mediante la técnica de
Southern Blot. Las sondas de DNA para esta
técnica suelen corresponder a genes previamente
conocidos, aunque a veces se usan DNA
preparados a partir de amplificaciones
inespecificas; el resultado es muy preciso. Cuando
se emplea la PCR en lugar de sondas radiactivas
para visualizar los polimorfismos, se le denomina
PCR-RFLP.
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1 . 7 CLAS I F I CAC I O N DE LOS V I R USTabIa 7: En ésta clasificacion solo incluiremos a virus que afectan a los animales y con importancia

médica. D: Doble; S: Sencilla; H: Helicoidal; 1:1cosahédrico.
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ADENOVIRUS &

~ P

¥ &
-~ A 1’:’.-} \'\

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
= Adenovirus = Resfriado comun.

HEPADNAVIRUS &7

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
» Hepatitis B - Hepatitis, Cancer de Higado.
= Hepatitis D - solo incluido debido a su dependencia al VHB para su propagacion.

HERPESVIRUS

e,
S

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
» Citomegalovirus > Defectos de nacimiento.
= Virus Epstein-Barr (VEB) - Mononucleosis, cancer nasofaringeo.
» Herpes simple tipo 1 = Herpes labial.
= Herpes simple tipo 2 = Lesiones genitales.
» Virus herpes humano 8 (VHH8) - Sarcoma de Kaposi.
= Varicela-zoster - Varicela, Herpes z0dster.
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PAPOVAVIRUS ©&9

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
= Papilomavirus = Verrugas, cancer de cuello del utero.
= Papovavirus JC, BK, SvV40.

PARVOVIRUS ©®®

E

K @

=l

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
» Parvovirus B19m - Eritema infeccioso, anemia crénica.

POXVIRUS ©%

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
=  Ortopoxvirus = Viruela (erradicada).
= Virus de la vacuna.
= Virus del Molluscum contagiosum.

ARENAVIRUS ©7

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
= Arenavirus - Diarreas de viajero.
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BUNYAVIRUS 2

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
» Hantaan = (HFRS) Insuficiencia renal, con fiebre hemorragica.
» La Crosse - Encefalitis (infeccion cerebral).
» Hanta virus pulmonar = (HPS) Sindrome pulmonar.
= Flevovirus - Fiebre de la mosca de arena.
» Fiebre hemorragia de Crimean- Congo - (CCHFV) Fiebre hemorragica.

CALICIVRUS ®

£

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
= Agente Norwalk = Gastroenteritis (diarrea y vomito).

CORONAVIRUS (%9

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
= Corona = Resfriado comun.
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Virus relacionados y enfermedades que provocan:
» Ebola > Fiebre hemorragica.
= Marburg = Fiebre hemorragica.

ORTOMIXOVIRUS @

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
» Influenzavirus > Tipos Ay B = Gripe ligera.
=  Ortomixovirus = Tipo C - Gripe grave.

PARAMIXOVIRUS ©®Y

i}‘i"é}
1 1
Virus relacionados y enfermedades que provocan:

= Sarampién = Sarampion.
= Paperas - Paperas.

* Parainfluenza = Resfriado comun, infecciones del oido.
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RHABDOVIRUS ©?

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
= Rabia - Rabia.

PICORNAVIRUS ©9

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
= Coxsackievirus = Enterovirus.
= Echovirus = Enterovirus.
= Hepatitis A > Hepatitis.
= Poliovirus = Poliomielitis.
= Rinovirus = Resfriado comun.

REOVIRUS

P

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
= Rotavirus - Diarrea.
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RETROVIRUS &%

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
» Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) - SIDA.

Virus de la leucemia humana de las células T (VLHT-1) = Leucemia de células T del
adulto, linfoma, enfermedades neuroldgicas.

TOGAVIRUS ©®

@

Virus relacionados y enfermedades que provocan:
= Encefalomielitis equina del este > Encefalitis.
* Rubéola = Rubéola, Defectos de nacimiento.
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FIGURA 3: Clasificacion de los virus®
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UNIDAD PROGRAMATICA II

REPLICACION VIRAL

OBJETIVOS

3. Establecer la relacion existente en el complejo virus -
célula.

4. Conocer las diferentes etapas de la replicacion viral de los
diferentes grupos virales.
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2.1 FASES OBSERVADAS DURANTE
LA REPLICACION VIRAL

Los eventos de la replicacion viral son:

FASE ETAPA ESQUEMA PATOGENICAMENTE
DE INICIO R_gco_rloamlento

Fijacion 1

Penetracion
DE ENTRADA

Desnudamiento ECLIPSE

Sintesis temprana
DE REPLICACION | Replicacién (del genoma) | 2
Sintesis tardia
) Maduracién )
DE LIBERACION | Ensamblaje 3 LIBERACION
Liberacién

Tabla 8: Fases de la replicacion viral por etapas tanto fisiolégicas como patogénicas.

\ ) REPLICATION AND RELEASE |
i e R Wb, Y ) OF NEW VIRUSES
RUOME HEPLIGATICICEAI, W @ =

G, T
e e e G [ 4‘5’1?'}

FIGURA 4: Replicacion general de un virus icosahédrico desnudo.
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FIGURA 5: Curva de crecimiento en un solo
ciclo de un virus liberado mediante lisis celular.
Los diferentes estadios estan definidos por la
presencia o ausencia de componentes viricos
visibles (periodo de eclipse), virus infecciosos
en el medio (periodo latente) o sintesis de
macromoléculas ( fase precoz/ tardia). “
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Tipos de infeccion viral

wN =

. Abortiva: infeccién que cumple un ciclo incompleto en el cual no se forman particulas

virales infecciosas.
Productiva: infeccion que culmina con la generacién de una progenie viral infecciosa.
Las células pueden responder de varias formas frente a una infeccion viral:

No se observa ninguna alteracién aparente.
Se presenta un efecto citopatico (muerte celular por lisis).
Se presentan cuerpos de inclusion: acumulos de viriones o de subunidades virales no
reunidas, pueden romper la estructura celular o sus funciones llegando a inducir la
muerte celular.
Hiperplasias como la transformacion celular: alteracién que resulta en la generacion de
tumores o leucemia produciendo las siguientes alteraciones especificas:

e Estimulacion de sintesis de ADN celular.

e Alteraciones de superficie como nuevas especificidades antigénicas.

e Aberraciones cromosdmicas.

e Alteraciones en las propiedades de crecimiento. ©#6:18:46.50,60)

2.2 FASE DE INICIO DE LA REPLICACION VIRAL

a. RECONOCIMIENTO

Este es el primer evento que ocurre dentro del ciclo de replicacion viral y consiste en la

formacion del complejo virus — célula que se forma en el momento que el virus, a través de
sus receptores especificos, se une a los receptores celulares correspondientes. Esta union
puede ser de dos tipos:

INESPECIFICA: corresponde a un tipo de infeccién abortiva.
ESPECIFICA: corresponde al tipo de infeccién productiva. G:#6:1846:50.60)

Las estructuras responsables de la unién especifica al receptor son las proteinas de la
capside o en el caso de los virus con envoltura las glicoproteinas (prolongaciones) que
forman las espiculas. El mecanismo de accién de esta etapa se describe por pasos a
continuacion:
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1. Atraccion de fuerzas idnicas: A pH 7 los virus y las células tiene cargas negativas de modo
que es necesaria la presencia de iones positivos, cumpliendo muy eficazmente este
requerimiento los iones de magnesio, (3:%6:18:46:50,60)

2. Interaccion de sitios especificos de la particula viral (espiculas o prolongaciones y
capsides) con receptores celulares especificos: aqui es en donde se encuentra la
especificidad de los virus a las células en las que se albergan. ©G#®18465060) | a5 dos
puntos anteriores se aprecien mejor en las figuras 7 y 8, respectivamente.

Regidn de adherencia

N ucleupurins

.‘-'—

. 1E‘Jttar

Regidn de

Dominio Dominia
Arginina Activador .

M

FIGURA 8: Esquema del mecanismo de reconocimiento
entre la nucleoporina Rip 1p y un Dominio Activador
asociado a un cofactor celular.

FIGURA 7: Esquema del trimero de la
glucoproteina hemaglutinina del virus
influenza A, un ejemplo de proteina
espicular. La region para union al
receptor celular esta descubierta en
la superficie de la proteina espicular.
En condiciones de leve acidosis, la
HA cambia de conformacion para
exponer una secuencia hidrofdbica
en la “regién de fusion”.

La interaccidon receptor celular — proteinas de adherencia viral es el acontecimiento
inicial que determina si las células pueden ser infectadas o no por un virus. Por lo tanto
tenemos:

¢ Célula permisiva.

¢ Célula no permisiva.

¢ Célula semipermisiva. (3*6:18:46,50,60)
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b. FIJACION

La linea que divide los eventos de reconocimiento, fijacion y penetracidon correspondiente
a la fase de entrada, es muy fina, ya que puede englobarse en un mismo acontecimiento,
pero para los términos que utilizamos en esta explicacion la fijacién se da Unicamente cuando
el virus es reconocido por la célula a través de las proteinas de adherencia del virus y este,

por lo tanto comienza a introducirse a la célula, como se esquematiza en las figuras 9 y 10.
(3,4,6,18,46,50,60)

Luego de adsorbido un virus a una célula, éste puede ser recuperado con sus
caracteristicas de particula libre potencialmente infectante. ©*6/18:46:50,60)

TOF i .%a
A "‘
M HHHHH uM-r—LuHH s Ay

FIGURA 9: Fase de entrada de un virus icosahédrico envuelto.

Lipido —

Proteina G
Proteina N
Proteina
de mafriz
Proteina NS
Proteina L
ARN

Rabdovirus

FIGURA 10: Esquema de la Fase de entrada del Rabdovirus“?
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2.3 FASE DE ENTRADA

PENETRACION

El segundo paso en el proceso de infeccidn viral es la penetracion del viridn dentro de la
célula hospedadora.
La penetracion de los virus una vez adsorbidos, puede realizarse de varias maneras:

A. Viropexis o Endocitosis:

Proceso semejante a la fagocitosis, en el cual se produce una invaginacion de la
membrana plasmatica, de modo que el virus queda englobado en una vesicula dentro del
citoplasma celular desde la cual se lleva al aparato de Golgi en donde se libera la
nucleocapside. Es el mecanismo mas comun de penetracion de los virus y la figura 11 lo
muestra en tres etapas, en tanto la figura 12 muestra imagenes microscdpicas. (#6:18:46:50,60)

B. Penetracion o inyeccion:
En algunos, la penetracion acontece por un simple cruce de la membrana plasmatica, asi
el genoma viral queda directamente incluido en el citoplasma. (3/*6:18:46,50.60)

C. Fusion

Como su nombre lo dice, éste tipo de penetracion se da por fusion de la envoltura viral
con la membrana plasmatica. También en este caso el virus es directamente incorporado al
citoplasma, lugar en donde se permite la liberacion de la nucleocaspiside. Este proceso solo
se lleva a cabo en virus envueltos, (46:18:46,50,60)

ADSORCION INGESTION

FAGOSOMA [

LISOSOMA 4

FIGURA 11: Viropexis de una particula viral a una célula.

En algunos sistemas, se efectlia por endocitosis mediada por receptores, con captacion
de las particulas virales ingeridas dentro de endosomas. (3:%6:18:46,50,60)
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FIGURA 12: La imagen de la izquierda muestra 4 particulas virales, de las cuales una es la que esta ingresando
a la célula. Lo normal es el ingreso de una sola particula. La de derecha muestra la particula viral que ha
ingresado a la célula y se encuentra en el hoyo cubierto. La membrana de la célula se ha reparado, hecho

normal en la biologia celular. Una vez en el citoplasma, el virus generalmente ingresa a los endosomas, a los
cuales se les unen los lisosomas, que producen la liberacidn del &cido nucleico del virus.

DESNUDAMIENTO

El acido nucleico necesita ser liberado de la capside para estar disponible a su replicacion,
los pasos de éste proceso son los siguientes:

e Desintegracion del virus, dependiendo de éste se lleva a cabo en vacuolas, nucleo o
citoplasma.

e Queda libre el acido nucleico (AN).

e El AN comanda su propia replicacion y la de las proteinas necesarias para integrar nuevas
particulas virales.

e La forma en que un virus pierde la capside y su envoltura, en el caso de tenerla, es
caracteristico de cada grupo de virus.

La pérdida de la cubierta ocurre de manera concomitante con la penetraciéon o poco
después de la misma. En este momento se pierde la infectividad del virus original. Los virus
son los Unicos agentes infecciosos en los que la disolucion del agente infectante es una etapa
obligatoria de la via de la replicacion. (3:*6:18:46:50,60)

FIGURA 13: Esquema de la penetracion a una célula

y desnudamiento del virus de influenza. Nétese que

para que sea liberado el DNA viral es necesaria una
acidificacién del medio.

CELULA

Ao [ soeswonmao

" ENDOSOMA.

®)

iEMDDCl'R)CIS

INFLUENZA VIRUS *

MEMBRANA CELULAR
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Rabdovirus: Experimenta Endocitosis, la
envoltura se funde con la membrana de la
vesicula endosdmica para suministrar la
@ nucleocépside al citoplasma®®

*@%

FIGURA 14: Esquema de la penetracién a una célula y desnudamiento del Rabdovirus.

2.4 FASE DE REPLICACION
a. Sintesis temprana

Los fendmenos descritos anteriormente, adsorcién, penetracion y desnudamiento,
culminan con la desintegracién de las particulas, pero no siempre el proceso progresa hasta
la replicacién viral. Si interrumpimos el ciclo en esta etapa, llamada también eclipse, el acido
nucleico liberado de sus envolturas puede recobrarse por disrupcion de la célula
hospedadora, pero habria perdido su infectividad. Si el proceso continla, comienza la
replicacion del acido nucleico y sintesis de las proteinas estructurales y no estructurales
necesarias para la produccion de virus. %

S 12,
X

4

"-3:.:% @

0

FIGURA 15: El viron del Rabdovirus debe
contener una polimerasa y producir 5 ARNm
individuales y una plantilla ARN (+) de
longitud completa. “%
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b. Replicacion del genoma
Replicacion del Acido Nucleico

La replicacion es un fendmeno muy heterogéneo por que existe mucha variedad en los
acidos nucleicos de origen viral, debido a que el ADN o el ARN puede ser de una o dos
cadenas, segmentado o no etc.

En todos los casos, el genoma viral es el elemento capaz de:

e Gobernar su autorreplicacion.

e Transmitir la informacion estructural y funcional a la progenie resultante de una infeccion.

e Formacién de un ARN mensajero capaz de traducir en el ribosoma celular las proteinas
codificadas por el genoma viral.

e Se diferencian dos tipos conjuntos de genes.

e Precoces: codifican las proteinas necesarias para la copia de la molécula de acido

nucleico (enzimas).

e Tardios: codifican proteinas estructurales y de ensamblaje. ¥

La replicacion puede producirse en el nlcleo o en el citoplasma de la célula dependiendo
del acido nucleico que contenga el virus:

= Sintesis de virus con ADN

1. Una vez liberado el cido nucleico viral migra al ncleo de la célula hospedadora. %

2. Transcripcién de la porcion de ADN virico con los genes tempranos, éste evento es posible
debido a la presencia de la ARN polimerasa (transcriptasa) proveniente de la célula
hospedadora, generandose enzimas especificas para la multiplicacion del ADN virico,
(excepto en poxvirus: viruela). 9

3. Comienza la transcripcién y traduccion de los genes tardios que todavia no habian
empezado a expresarse. La sintesis de las proteinas de la capside ocurre en el citoplasma
de la célula hospedadora. %

4. Posteriormente las proteinas de la capside migran al ndcleo donde tiene lugar la
maduracion. %

Otras caracteristicas de la replicacion de virus con ADN, importantes de mencionar son las
siguientes:

e La replicacion es semiconservativa.
e Los intermediarios replicativos son:
o Lineales para ADN lineal.
o Circulares para ADN circular.
o Se relaciona la formacion de cuerpos de inclusién nucleares. )
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ADN Wiral
FIGURA 16: Esquema de una célula
infectada por un virus que ha
introducido su ADN viral.

3 Secuencia
~ GPCR-KSHY

= Sintesis de virus con ARN

La multiplicacion de los virus de ARN es esencialmente la misma que la de los virus de
ADN excepto que los mecanismos para generar el ARNm son distintos en los diferentes
grupos de virus con ARN. Una vez que el ARN virico y las proteinas son sintetizados, la
maduracion tiene lugar de una manera similar en el citoplasma. 9

Su replicacion se lleva a cabo en el citoplasma. El ARN puede actuar de 2 formas:

e Con polaridad positiva:

a) Un extremo del ARN actua inicialmente como mensajero entrando en un ribosoma
celular e iniciando una traduccion de polimerasas, para iniciar la replicacién del acido
nucleico.

b) Se produce un intermediario replicativo de ARN que sintetiza las moléculas de ARN
virales de los descendientes, éste proceso es independiente de la replicacion del ADN
de la célula hospedadora.

c) Luego actia la parte tardia para traducir proteinas estructurales de la capside y
ensamblaje de la particula viral. 9

%2‘5:::% s FIGURA 17: Replica)cic')n del Rabdovirus.
%ﬁ %._i %{ @ Se traducen las proteinas a partir de los ARNm,
> 5 \i incluyendo una glucoproteina (GP) que experimenta
k @ . >

O glucosilacién en el reticulo endoplasmico (RE), es

(+), y las proteinas N, L y NS se asocian con el
genoma para formar la nucleocéapside.*”

0
ﬂ’ s procesada en el aparato de Golgi y pasa a la
%-ﬁ membrana celular.
. ® El genoma se replica a partir de la plantilla ARN
HN, @
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e Con polaridad negativa:

a) El ARN no posee la funcidon mensajera.

b) Se sintetiza una molécula complementaria de la original para que ésta copia entre en el
ribosoma con funcién mensajera.

c) Para que lo anterior pueda suceder se requiere la presencia de una ARN transcriptasa
dependiente, que no se encuentra en la célula.

d) EI ARN contiene la secuencia para sintetizar a la ARN transcriptasa, su genoma vy
proteinas estructurales.

FIGURA 18: Endosoma con particulas virales en su interior. Las mas oscuras (electrodensas) son virus que
ingresaron al endosoma y estan intactos. Las mas claras son particulas virales que han empezado a
desmembrarse. ®

MECANISMOS DE MADURACION DEL ARN

SPLICING

Es un mecanismo muy difundido, que permite que un solo gen pueda codificar para mas
de una proteina. En muchos de estos casos se conoce mas de una via para procesar el
transcripto primario obteniendo proteinas estructural y funcionalmente diferentes o bien
isoformas de una proteina. Los cortes sobre el ARNhn deben producirse con absoluta
precision. Puede ocurrir que uno o mas exones sean removidos (dando una proteina mas
corta), o0 que uno o mas intrones no sean removidos (dando una proteina mas larga). Se
conoce una familia de 6 proteinas llamadas ASF (factores de splicing alternativo)
responsables de reconocer y seleccionar los lugares para los cortes alternativos, poseen la
caracteristica de contener dominios ricos en serina y arginina por lo que se las llama también
proteinas SR. El mecanismo por el cual la célula selecciona los sitios no esta claro. Los
siguientes son algunos ejemplos de genes cuya expresion puede regularse por splicing:

= Alfa-tropomiosina: ésta se codifica a partir de un mismo gen pero con una secuencia
primaria diferente a partir de ARNm diferentes especificos en 7 tejidos.
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El gen de la tirosin-hidroxilasa humana: Esta enzima expresa 4 isoformas diferentes,
es decir, similar actividad bioldgica con diferentes propiedades, en este caso se
expresan todas en médula suprarrenal y cerebro. El gen contiene 14 exones, al
cortar y empalmar de diferente manera, la isoforma 2 tiene 12 nucledtidos mas que
la isoforma 1, la isoforma 3 tiene 81 mas y la isoforma 4 tiene 93 nucledtidos mas
gue la isoforma 1 (Protedmica).

Los ARNm de las cadenas livianas de inmunoglobulinas sufren corte y empalme
alternativo, esto contribuye, como veremos en inmunologia, a ampliar el repertorio
de anticuerpos, es decir, a reconocer mas antigenos (elementos no propios) a los
que pueda ser expuesto el organismo. Asi permite mejorar la respuesta inmune a un
antigeno en particular.

Un mismo gen como el que codifica para la hormona calcitonina—interviniente en la
regulacion de los niveles de Calcio plasmatico— al ser expresado en las células
parafoliculares de la tiroides, cuando se expresa en las neuronas hipotalamicas
produce una proteina llamada CGRP (Producto relacionado al gen de calcitonina) que
actlia como neurotransmisor.

La fibronectina que cuando es sintetizada por el fibroblasto y liberada a la matriz
extracelular expresa dos intrones que no son expresados cuando la proteina es
sintetizada en los hepatocitos y secretada al plasma.

Algunos genes codificantes para factores de transcripcion en células en etapas del
desarrollo pueden ser ensamblados alternativamente, la produccién de una u otra
variante determinara la via de diferenciacion adoptada por la célula.

En la mayor parte de los casos, la diferencia entre los productos de splicing alternativo
sobre un mismo ARN difieren en regiones claves que pueden afectar a la proteina en
propiedades como: la compartimentalizacion, el tipo de ligandos al que se unird, la afinidad
con que lo hard y si es una enzima de actividad catalitica. **)

POLI — A

Secuencia de 50-250 nucledtidos de adenina que se agregan como una modificacion post
transcripcional al extremo 3' de ARNm de eucariontes mediante la enzima poli A polimerasa.
La reaccion se conoce como poliadenilacién. (9

ESTRUCTURA CAP

Estructura en el extremo 5' del ARNm en eucariontes maduros, que se forma después de
la transcripcién mediante la unién de un fosfato terminal 5' GTP a la base terminal del ARNm.

También ocurre una metilacion de G originando 7MeG5'ppp5'Np........

(19)
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c. Sintesis tardia

A partir de este paso, se sintetizan el acido nucleico y las proteinas, ambos especificos del
virus, sintesis en las que intervienen los ribosomas, los reticulos endoplasmicos liso y rugoso,
el complejo de Golgi y posiblemente las mitocondrias. Habiéndose sintetizados ambos
componentes de los virus, se produce su unidon (ensamble) luego la maduracidon y con la
madu(rlagc):ic’)n, finalmente la liberacién de las denominadas particulas virales hijas o progenie
viral.

- Racaptor
GPCR-KSHY

AR ’
manocatenario Porvanirus
g ._i
o — h
EEE oovirgs :
S T s B 1 B
| Bicatenario PUFE: Ririie EEIdEI'I.EI Partlal |
- Hepodaavirus
m:m:t: - B _E’Cgﬂrl'_rﬁviru:
Burpavirus AR - ak E ARM + Togovirus
el | Flavivirus
FR'ih:wi:us..r“ e | C'ZHCI_'IL'IV.r[,Ij
Calicivirus

ARNm
’7 bicatonario. | Feovinus

FIGURA 20: Las dos vias principales para la inhibicion de la sintesis de proteinas viricas por el interferon. Un
mecanismo implica la induccién de una polimerasa inusual (2-5A sintetasa), que es activada por el ARN
bicatenario. La enzima activada sintetiza un trinucledtido de adenina inusual con un enlace 2’ 5’ fosfodiéster.
El trinucledtido activa una endonucleasa que degrada el ARNm. El otro mecanismo implica la induccion de
una proteina cinasa que inactiva el factor de iniciacion eIF-2 mediante fosforilacién de una de las
subunidades para evitar la iniciacion de la sintesis de proteinas. “%

56



REPLICACION VIRAL

2.5 FASE DE LIBERACION Y SALIDA

Esta fase es el paso final en la multiplicacion viral y sus mecanismos varian segun el tipo
de virus.

En ésta fase el acido nucleico virico y las proteinas de la capside se ensamblan para
formar las particulas viricas completas, que finalmente saldran de la célula hospedadora.

Esta fase contempla 2 etapas:

e Maduracién y ensamblaje: es el proceso de ensamblaje de las particulas virales a través
de la union de la capside con el genoma:

o Capsides icosaédricas: Pueden condensarse en ausencia de acido nucleico.
o Capsides helicoidales: No pueden formarse sin ARN viral.

e Liberacién: proceso mediante el cual los viriones salen de la célula hospedadora, a través
de diversos mecanismos que dependen del tipo de virus y de las caracteristicas de la
célula hospedadora:

o La célula hospedadora se desintegra liberando los viriones.

o Liberacidn de viriones a ciertos periodos de tiempo mediante exocitosis.

o Liberacién de viriones a ciertos periodos de tiempo a través de canales
especiales (tubulos).

El nimero de particulas viricas que se obtienen varia segun el tipo de virus, tipo de célula
y las condiciones de crecimiento. El rendimiento medio en plantas y animales va desde varios
miles a cerca de un millén de viriones por célula, comparado con los varios cientos de fagos
que se obtienen en una célula bacteriana. V)

a. Maduracion y ensamblaje.
e Envueltos: Maduran por un proceso de gemacion:

o Se insertan glucoproteinas de cubierta especifica del virus en las membranas
celulares.

e Las nucleocapsides hacen gemacion a través de la membrana a nivel de estos
sitios modificados y al hacerlo asi, adquieren su cubierta.

La gemacidén ocurre a menudo en la membrana plasmatica y puede abarcar a otras
membranas de la célula. Los virus cubiertos no son infecciosos hasta que han adquirido su
cubierta.
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e Desnudos: Su maduracién consiste en la union de los capsdomeros para formar la capside
y después ésta se une al genoma, sin embargo hay diferencias de acuerdo al acido
nucleico que contenga el virus:

o ADN: Sintesis de ADN previa a la sintesis de elementos estructurales.
e ARN: La sintesis de elementos estructurales y de ARN se realiza al mismo
tiempo. (1

b. LIBERACION.

e Envueltos: las células infectadas acaban por experimentar lisis y liberar las particulas
virales.

e La liberacidon se produce atravesando una membrana de la célula hospedadora,
parte de la cual es llevada por el virus, que asi adquiere su envoltura y sus
espiculas.

e Desnudos: Depende mucho del tipo de virus y de las caracteristicas de la célula.
e Se unen el acido nucleico y las proteinas y luego se produce la liberacion

Pueden acumularse cantidades excesivas de componentes virales y participar en la
formacion de cuerpos de inclusion en la célula. Como resultado de los profundos efectos
daninos de la replicacion viral, se desarrollan por ultimo efectos citopaticos y la célula muere.
Aunque a veces la célula se inmortaliza. %

oy

FIGURA 21: En esta imagen se puede ver una particula viral liberandose (brotando) a través de la membrana
plasmatica. Debajo de ella, un grupo numeroso de ensambles del acido nucleico y los capsémeros
(nucleocapside) esperando su turno para brotar y asi constituir la progenie viral. )
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FIGURA 22: La imagen de la izquierda muestra
dos particulas virales en la etapa de liberacion.
La imagen de la derecha muestra una particula
viral brotando y arrastrando con ella, parte de la
membrana plasmatica.

FIGURA 23: La imagen (a) muestra una particula

viral en la etapa de liberacién. La imagen (b) de

muestra una particula viral una vez liberada en el
medio extracelular. ®

Los pasos que se comentaron, sin mencionar el nucleo, son los que siguen los virus que
tienen como acido nucleico al ARN. Si contienen ADN, varios de esos pasos transcurren en el
nucleo.

2.6 CICLO LITICO Y LISOGENICO DEL BACTERIOFAGO

Los bacteri6éfagos o fagos son virus que se reproducen en células procariontes, una
vez que el material genético de los virus ha ingresado al interior de la bacteria, puede seguir
dos caminos, entrar al ciclo litico o bien al lisogénico.

No todos los virus ocasionan inmediatamente la muerte de la célula infectada, algunos,
como los que invaden las células animales, convierten a estas Ultimas en fabricas perpetuas
de virus, de tal manera que la membrana celular no se rompe a la salida de los virus sino que
Unicamente tiene poros.

CICLO LITICO

Todos los bacterioéfagos tienen un ciclo /itico, o infeccioso, en el que el virus, incapaz
de replicarse por si mismo, inyecta su material genético dentro de una bacteria. Utilizando
las enzimas y los mecanismos de sintesis de proteinas del hospedador, el virus puede
reproducirse y volverse a encapsular, fabricando unas 100 nuevas copias antes de que la
bacteria se destruya y estalle.
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CICLO LISOGENICO

Algunos bacteriéfagos, sin embargo, se comportan de diferente forma cuando infectan
a una bacteria. El material genético que inyectan se integra dentro del ADN del
hospedador; se replica de manera pasiva con éste, y lo hereda la progenie bacteriana. En
una de cada 100,000 de estas células /isogénicas, el ADN viral se activa de forma
espontanea y comienza un nuevo ciclo litico.

Ciclo litico

Bacteridfago

6—\"— ADN del wirus

Bacteria

Ciclo lisogénico

AON bacteriano

FIGURA 24: Esquema de los ciclos litico y lisogénico de un bacteriéfago.

Los bacteriéfagos se emplean actualmente como vectores de clonacién en el campo de la
ingenieria genética y su estudio tiene implicaciones importantes en la medicina y la genética,
en concreto en la comprensiéon de las infecciones virales, defectos genéticos, problemas de
desarrollo, causas del cancer y la resistencia de las bacterias a los antibidticos.

FIGURA 25: Esquema de un bacteriéfago visto en diferentes angulos de 3D.
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UNIDAD PROGRAMATICA III

TECNICAS DE DIAGNOSTICO VIRAL

OBJETIVOS

1.Conocer y establecer las diferencias entre cultivo
primario, cepa celular y linea celular.

2.Conocer los requerimientos para trabajar cultivo
celular.

3.Aplicar las diferencias de los ensayos de

infectividad viral en los sistemas utilizados y
seleccionar el adecuado para cada virus.
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3.1 EL CULTIVO DE LOS VIRUS

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO PARA INFECCIONES VIRALES

La mayoria de las infecciones virales presentan un curso asintomatico, o son tan leves
que la atencién médica no es necesaria. En muchos casos un diagndstico clinico certero se
puede hacer Unicamente en base de las manifestaciones clinicas de la enfermedad. La
mayoria de los casos de sarampidn, varicela, herpes zoster y exantema son diagnosticados
por los mismos pacientes, sus familiares o por el médico general. En contraste hay otras
situaciones clinicas que para establecer la etiologia del padecimiento se requieren de
muchos recursos y que justifica la investigacion viroldgica. Como por ejemplo en las
infecciones provocadas por Rhinovirus. (49)

¢, BAJO QUE CIRCUNSTANCIAS SE DEBE ORDENAR
UN ESTUDIO VIROLOGICO ?

En todo trabajo clinico el beneficio de un diagnostico preciso es indiscutible. Las
consecuencias del tratamiento de un solo paciente son obvias, el hecho de que se tomen
medidas preventivas a tiempo evita que se transmita la enfermedad a otras personas.
Durante epidemias el diagndstico temprano de unos cuantos casos también beneficia a que
el médico pueda dar diagndsticos etioldgicos confiables al presentarsele casos clinicos
similares. La vigilancia epidemioldgica nacional e internacional y los programas de control
también requieren informacién de los laboratorios de diagndstico. La decision de la
composicion actual de la vacuna de la influenza es un ejemplo de esto. %

Las situaciones clinicas mas comunes que requieren de la examinacion viroldgica de
un laboratorio se indican en la tabla son:

TABLA 9: Situaciones clinicas mas comunes y los diversos casos en los que se puede sospechar de las mismas.
(49)

SITUACION

CLINICA CASOS

. Niflos pequefios con enfermedad respiratoria severa.

Infeccion respiratoria.

=  Cualquier paciente en el que se sospeche influenza.

=  En general todos los casos severos.
Gastroenteritis.

*=  Cuando hay una epidemia en curso.
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SITUACION

CLINICA CASOS

. En casos esporadicos o dudosos.

. En caso de horquitis, meningoencefalitis o pancreatitis en los que el diagndstico de
Paperas. paperas no sea certero.

= Chequeo del estatus inmunoldgico para vacunacion adulta o individuos masculinos
prepubertos.

= Cuando se sospeche de rubéola en mujeres embarazadas o en sus familiares.

. En consulta premarital o para planeacién familiar y en la primera consulta de una

Rubéola. . ;
mujer embarazada con o sin sospecha.
=  Todos los casos para confirmar rubéola congénita.
*  En casos clinicos dudosos.
Sarampion. ] Cuando se sospecha de SSPE.
. En casos de reinfeccion de causa desconocida de encefalitis.
=  Cuando las lesiones no son tipicas.
Varicela. ] Antes de indicar un tratamiento con farmacos citotdxicos en nifios, se debe de

establecer el estatus inmunoldgico.

=  En mujeres expuestas al virus durante el tercer trimestre del embarazo.

=  Siempre se debe de confirmar el diagnostico.

Herpes zoster.

. Examinar a donadores de sangre para preparacion de hiperinmunoglobulinas.

. Durante el embarazo, especialmente cuando se sospecha de herpes genital antes del
parto.

= En casos severos de herpes simplex.
Herpes simplex.

= Casos de infeccion por herpesvirus generalizada en recién nacidos.

] Casos de encefalitis.
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SITUACION

CLINICA CASOS

*  Chequeo de la sangre de donadores, recipientes, tejidos u drganos.

=  Casos de fiebre prolongada de causa desconocida.

»=  Cuando hay desordenes similares a los que se presentan en la mononucleosis, pero
que las pruebas para anticuerpo heterofilico y anti-VEB son negativas.
Infecciones por CMV.

. Durante el embarazo.

= En un paciente con sindrome post-transfucional.

. Fiebre y neumonia en individuos inmunocomprometidos.

= Cuando se sospecha de mononucleosis y la prueba para anticuerpo heterofilico es

Infecciones con VEB. .
negativa.

*=  Todos los casos de Hepatitis.

= Grupos de alto riesgo son revisados continuamente en blsqueda de los estados
cronicos de los tipos By C.

Hepatitis. =  Sangre y tejidos susceptibles a donacion deben de someterse a las pruebas para los
tipos A, By C.
. El estatus inmunoldgico de grupos con alto riesgo debe de ser verificado antes de
aplicar vacunas o al usar continuamente inmunoglobulinas para prevenir los tipos de
Hepatitis A y B.
=  Cuando el diagndstico clinico sea incierto especialmente en periodos no epidémicos.
Eritema infeccioso. = Cuando se sospeche de la infeccion por Parvovirus B19 durante el embarazo.

=  Casos de artralgia.

*=  En general todos los desordenes del sistema nervioso severos requieren de estudios

Meningitis, Encefalitis. . L P - ,
microbioldgicos y seroldgicos para que se establezca su etiologia.

=  Los grupos de riesgo deben de examinarse de acuerdo a los programas de control
nacional.

VIH. *=  Todos los donadores de sangre y tejidos, incluyendo leche materna.

. Durante las manifestaciones clinicas de cualquier fase de la infeccion por VIH.

64



TECNICAS DE DIAGNOSTICO VIRAL

SITUACION

CLINICA CASOS

] Casos de leucemia de células T.

L] En pacientes con paraparesis espastica progresiva de causa desconocida.

Infeccion por HTLV.

. Pacientes con riesgo de exposicidn.

. Donadores de sangre y tejidos.

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El diagndstico viroldgico esta basado en la demostracién del virus o de alguno de sus
componentes (antigenos o genoma) o en la demostracion de la respuesta de un anticuerpo
especifico. En algunas infecciones los anticuerpos son detectables al inicio del padecimiento
clinico (ej. Poliomielitis, hepatitis B [anti-HBc]), o la aparicién de anticuerpos se retrasa dias
(ej. Rubéola), semanas o meses (ej. Hepatitis C, VIH). De todas formas un diagndstico
temprano es importante para el establecimiento de una terapia antiviral o para la medicién
de otrag)interferencias en las que se deberan considerar métodos para la demostracion del
virus.

El virus puede ser demostrado directamente por microscopia electrénica (virus de
gastroenteritis u orfvirus). Alternativamente, los virus infecciosos seran demostrados
después de su inoculacién en cultivos celulares ( enterovirus, adenovirus, herpes simplex,
CMV), embriones de pollo (influenzavirus) o en animales de laboratorio (coxsakievirus).

Los profesionales clinicos deberan seguir cuidadosamente las instrucciones de sus
laboratorios para lograr muestrear y transportar los virus, especialmente si la infectividad
debe ser mantenida. “%
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CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y BIOFISICA DE LOS VIRUS ¢
tabla 9 se muestran las caracteristicas de los virus para esta clasificacion.

TABLA 10
(49)

TECNICAS DE DIAGNOSTICO VIRAL
: Pruebas de caracterizacion y clasificacion bioquimica vy fisica de los virus. En la

ESTABILIZACION

EFECTO EN CULTIVO DE TEJIDOS

CORE SIMETRIA ENVOLTURA TAI\'\/IIQNO ETER g'; CQGL(%R CATIONICA AL VIRUS
CALOR CPE INCLUSIONES
+ 180-250 S s s s Sincital Nucleares, centrales, eosinofilicos con Herpes
halo, Feulgen +
.- ) . Vacuolizacion, Papiloma, polioma, (@X-
Cubica 40-50 R R englobado 174)
ADN Nucleares, pequefios, eosinofilicos
- 60-85 R R S SyR Lisis » Peq , v Adenovirus
feulgen+
Cubica con cola - Fagos
Helicoidal + 200-250 S R Citoplasmaticos, fuelgen + Poxvirus
Clbica + 15-120 S S S S Varios Varios Arbovirus
- <50 R S Rhinovirus
R S R Lisis répida Nucleares y/o CItgpIasmatlcos, pequefos Enterovirus
con granulos densos
RNA 70-85 R R R Citoplasmaticos Reovirus
Helicoidal + 80-100 S Citoplasmaticos Influenza flow plague
- 60-125 R Nucleares y citoplasmaticos Measles

Virus de plantas
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A) EN CULTIVO CELULAR

El cultivo celular es la propagacion de células dispersas tanto en suspensién como en
monocapas sobre vidrio o plastico.

Actualmente se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten el
mantenimiento de las células /n vitro, manteniendo al maximo sus propiedades fisioldgicas,
bioguimicas y genéticas.

Estas técnicas tienen una serie de ventajas innegables, pero al mismo tiempo tienen unas
desventajas que hay que tener en consideracion y en la tabla 11 son comparadas. ¥

Tabla 11

VENTAJAS DESVENTAJAS

Permiten el control preciso y fino del

. ) Técnica sensible.
medio ambiente.

Caracterizacion y homogeneidad

de la muestra. Cantidad y costo.

Economia. Inestabilidad.

Motivaciones éticas. Validez del modelo /in vitro.

Los estudios que emplean cultivos celulares abarcan gran numero de disciplinas y
aproximaciones al estudio del fenémeno celular, como lo son los siguientes:

ACTIVIDAD INTRACELULAR: Mecanismos implicados en los diferentes procesos
intracelulares, como por ej. transcripcion de ADN, sintesis de proteinas,
metabolismo energético, etc. ®%

FLUJO INTRACELULAR: Movimientos intracelulares de sustancias y senhales
asociadas a los diferentes procesos fisioldgicos, como por €j. ensamblaje y
desensamblaje de los diferentes componentes intracelulares, movimientos del
ARN : nlcleo-citoplasma, movimiento de proteinas, etc. %

ECOLOGIA CELULAR: Estudio de las condiciones ambientales responsables del
mantenimiento de la funcionalidad celular, de su diferenciacién..., como por €j.
estudio de las necesidades nutricionales, infecciones, estudio de la
transformacion celular (inducidas por virus o agentes quimicos), cinética de la
poblacion celular, etc. %
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e INTERACCIONES CELULARES: Procesos de induccidn embrionaria, cooperacion
metabdlica, inhibicidn por contacto o por adhesién, interacciones célula-célula. ¢

e CULTIVO PRIMARIO

Se llama asi al cultivo que proviene de células que han sido disgregadas de un tejido
original tomado de un érgano proveniente de un animal recién sacrificado. ¢

En el caso de células en cultivo primario el factor de dilucién de un pase al siguiente suele
ser de 1/2 a 1/5 pero no superior. &Y

El crecimiento de las células en cultivo primario prosigue a lo largo de una serie de
generaciones o pases caracteristicos de cada tipo celular y condiciones de cultivo. Asi los
hepatocitos de adultos no se establecen mas que como cultivo primario mientras que las
células endoteliales de corddén umbilical humano (HUVEC) permanecen en cultivo de 3 a 9
pases, y los fibroblastos dérmicos humanos pueden superar los 20 pases. Sin embargo al final
todas ellas entran en una fase de senescencia, con acumulacion de numerosas
anormal(i3c£|};);1des, pérdida de funciones especializadas, etc., que conducen a la muerte del
cultivo.

Cultivos primarios de muchos tipos celulares son posibles porque las células pierden
algunas de sus propiedades diferenciadas, entre ellas la caracteristica incapacidad de
dividirse, y se convierten en células que mantienen tan solo algunas de las propiedades que
las caracterizaban. Esta pérdida de propiedades puede ser debida a desdiferenciacién o
desadaptacion. La primera implica una pérdida irreversible de una propiedad diferencial del
tipo celular (por ejemplo un hepatocito en cultivo pierde sus enzimas caracteristicas-arginasa,
aminotransferasas-no puede almacenar glucégeno ni sintetizar las proteinas del suero),
mientras que la segunda implica que la caracteristica especializada perdida no es irreversible
sino consecuencia de la pérdida de la senal (por ejemplo externa, hormonal, nerviosa) y que
basta con recuperarla para que se reexprese, por ejemplo Michalopoulos y Pitot, 1975; Sattler
y col.,, 1978, han demostrado que los hepatocitos de rata pueden reexpresar tirosina
aminotransferasa en presencia de ciertas hormonas (insulina e hidrocortisona) cuando crecen
sobre una matriz de colageno.

Los cultivos primarios tienen caracteristicas especiales que los diferencian de las lineas
celulares: conservan la morfologia de las células del érgano del que fueron aisladas, sus
cromosomas tienen un numero diploide (2n), su crecimiento /in vitro es limitado y hay
inhibicién por contacto. ¢%

El estar mas cercanas a las células que las originaron, se ve reflejado en una mejor
actividad y funcionalidad similar a su ambiente natural, por lo que en aislamientos primarios
de cepas virales éstas tienen mayor sensibilidad que una Linea Celular ya establecida.
Igualmente para la produccién de vacunas los cultivos primarios son recomendables por tener
una baja probabilidad de que se transformen en malignos. ¢%
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Dentro de las desventajas esta la de una mayor probabilidad de presentar virus
adventicios o latentes, lo que implica el desarrollo de la adecuada tecnologia para el control
de calidad. G¥

L=

FIGURA 26: Medios para cultivo primario

o CEPA CELULAR

Estas cepas celulares sirven para producir mas cultivos. Se pueden subcultivar (cultivar
varias veces). Entonces, una cepa celular es un cultivo de células animales obtenido a partir
de un cultivo primario y cuyas células pueden ser subcultivadas varias veces. Las cepas
celulares con el tiempo degeneran, no pudiendo volver a subcultivarse. ¢¥

Se pueden obtener cultivos primarios y cepas celulares a partir de diferentes tejidos. Para
virus humanos, suelen usarse tejidos de hombre pero también de monos (africanos) y de
embriones mamiferos. %

Pero hay células de cepas celulares que sufren una alteracion y comienzan a desarrollarse
de forma indefinida, formando entonces una linea celular. ¥

FIGURA 27: Fibroblastos humanos

e LINEA CELULAR

Cuando un cultivo primario es sometido a procesos de transformacion que le confiere
capacidad ilimitada de multiplicacién, se convierte en una linea celular. G?

En el caso de lineas celulares establecidas la dilucion puede ser tan elevada como 1/100 o
1/1000, siendo la habitual 1/10. G¥

Las Lineas Celulares continuas estan formadas por células que se diferencian genética y
morfoldgicamente de las células en las cuales se originaron. Pueden provenir de células que
se derivan de tumores o de un proceso de transformacion de un cultivo primario mediante
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transfeccidn con oncogenes o con tratamiento con carcinogenéticos, lo que les confiere un
nuevo fenotipo. G¥

Este tipo de cultivo tiene la caracteristica de ser haploides (n), de no tener inhibicién por
contacto y de crecer de manera indefinida. El paso de un cultivo primario a linea se denomina
transformacion. %

Una transformacion puede inducirse fisioldgicamente (interaccidon celular, polaridad) a
través de hormonas como la hidrocortizona o utilizando inductores no fisiolégicos como el
dimetilsulféxido (DMS). 3%

El cultivo de las células no presenta las mismas dificultades independientemente del tipo
de célula de que se trate. Hay grandes diferencias que se relacionan fundamentalmente con
el grado de diferenciacién del tipo celular. Asi pues en general se puede establecer como
norma que una linea celular sera tanto mas facil de establecer o cultivar cuanto mas
indiferenciada sea, con las excepciones de las lineas tumorales de células diferenciadas. ¢

Condiciones que favorecen la diferenciacion T,
(hormonas, interacciones celulares v con la matriz extracelular) __"

Condiciones que favorecen la proliferacion ‘

. (alto suero, factores de crecimiento, baja densidad celular)

Células Células
multipotentes . determinado diferenciadas

__.@— -t — Uf maduras
i necplasia /

Seleccion o modificacion
debidas a las condiciones

del cultiva

Precursones

Compartimentos
celulares ‘in vivo

i Amplificacion
Repoblacidn p
{mantenimiento de la poblacien  T#0eneracon T S — *
de 'stemn cells”) Células 7
B_ neoplasicas
@ Fibroblastos,
n S Células de médula glioblastos,
EZ ; células basalkes
2= dsea (hematopoyéticas) _
S B de la epidermis,
e diferenciacion ——— desdiferenciacién i neoplasia

FIGURA 28. Desarrollo de un cultivo celular desde cultivo primario, cepa celular hasta convertirse en linea

celular, mostrando los factores que influyes para los procesos de diferenciacién, desdiferenciacion y neoplasia.
(40)
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Tabla 12: Lineas celulares de mayor uso en el estudio de virus humanos.

<
I o . NO. DE
z CARACTERISTICA Z PROVIENE DE MORFOLOGIA VIRUS
a < PASES
5 . .
m Tumor cancerigeno de cuello Mujer con
T . z En monocapa
° uterino humano. Cancer.
i
Mono que
s€ SV-40, Sarampidn
8 De rifién de mono africano encontra Como ! p_ !
o . . ~ . 121 aprox. Arbovirus, Reovirus,
> (Cercopithecus aethiops). O ba en fibroblastos . .
: > China Rubéola, Adenovirus,
~N ! Poliovirus.
Japon.
Rabdosarcoma
mgwaréogzlla Células Poliovirus,
[a) Rabdomiosarcoma © 9 grandes Estomatitis
4 - o pelvis de una - 32 aprox. :
° embrional humano. bo} ) , . multi- vesicular, Herpes,
% — | mujer caucasica L
~ nucleadas Vaccinia.
de 7 anos de
edad.
Larvas de
1 i B s
N o mosquito Morfologia: S .
= & | (Toxorhynchites | fibrobléastica 13 aprox. | Virus: Arbovirus.
% ~ | amboinensis).
Tumor de
~ colon primario
S Adenocarcinoma de colon| de hombre -
< ~ - Epitelial 13 aprox. . .
8 humano. o caucasico de Rotavirus, Reovirus.
% 72 afos.
% Virus exantematicos,
a De rifién canino (Canis b s Cocker Spaniel epitelial 49 aprox Hepatitis canina,
OZ familiaris). 2 | adulto hembra. P prox. Vaccinia, Coxsackie,
©o Adenovirus, Reovirus.
% B Biopsia d Estomatiti icul
o De ovario de hamster chino. & 'opsia de Epitelial 400 aprox. stomatitis vesicular,
o — ovario. Arbovirus.
v ";’_“T n Rifén de un .
2‘ ~ Rifidn porcino (Sus scrofa). & | cerdo adulto en Epitelial 129 aprox. Exantema' de virus
% — porcino.
Berkeley Ca.
[e)}
N .
4 Pulmén humano.
o]
(o)}
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Descripcion Descripcion

eQueratinocitos
humanos. Aislados
mediante digestion
enzimatica.

Se cultivan sobre
una capa basal de
alimentacion (‘feeder
layer") de fibroblastos
3T3-SA tratados con
mitomicina.

Fibroblastos
humanos. Aislados
mediante digestion
enzimatica de una

biopsia de piel de un
vardn caucasico.

Cepas Celulares

Hepatocitos de rata.
Aislados mediante
perfusion con
colagenasa.
Mantenidos como

Hepatocitos de perro.
Aislados mediante
perfusion con

cultivo primario hasta colagenasa.
2 semanas en
presencia de factores
de diferenciacién.
Hepatocitos de Hepatocitos

mono. Cynomolgous.
Aislados mediante
perfusion con
colagenesa.

humanos. Aislados
mediante perfusion
con colagenasa a
partir de biopsias.

Cel. Endoteliales de
cordon umbilical
humano (HUVEC).
Obt. Por digestion
con colagenesa de
vasos de corddn
umbilical humano.
Mantenidas en
cultivo hasta pase
5-7.

Células del epitelio
pigmentario de la
retina humana
(HRPE). Aislados
mediante digestion
con colagenasa
intraocular.
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Descripcion Descripcion

HSMS es un buen
modelo para el
estudio del
comportamiento de
la célula muscular
lisa arterial en el
proceso de la
arteriosclerosis.

Human smooth
muscle cells (HSMS).
Procedente de la
capa medio de las
arterias uterinas
humanas.

Fibroblastos
3T3-L1. ATCC.

Fibroblastos
3T3-SA. ATCC
fibroblastos de raton.

M6 de linea HT-29
carcinoma de colon.

MDCK (epitelio
intestinal de perro).

SH-SY5Y
Neuroblastoma.

HEPG2 (Hepatoma)
Hepatocarcinoma
humano.

Tabla 13: Microfotografias Electronicas de cepas y lineas celulares.
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Las células en cultivo de una linea celular (cultivo primario propagado), o de una linea
continua son homogéneas, con morfologia y composicién uniformes. Se pueden obtener con
facilidad un nimero elevado de réplicas idénticas, con lo que se supera el grave problema de

heterogeneidad de las muestras, inherente y asociado al uso de animales de
experimentacién. G
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Primario B = —
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20
: P4
td
[ i
——— [ 1 /
Z2
= Transformacion
LY

20 Subcultive

S .
Intervalo entre Subcultivos

-— Implantacidn
wesss ler Subcultivo =

— ———  Serie de pases —_———

Cosecha celular tedrica total [Log, Mo. Cel)

= T T T T
a & - L b ia
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FIGURA 29: Evolucién de una linea celular hipotética. Comportamiento a lo largo de las semanas. 1%

B) EN EMBRION DE POLLO

En huevos fecundados, después de 6 a 8 dias a partir de la puesta. También pueden ser
de otras aves. Los virus se inyectan en el interior del huevo embrionado con una jeringa y
dependiendo del tipo de virus se deben inyectar en una regién determinada. ¥

FIGURA 30: Embrion de Pollo.
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C) EN ANIMALES DE LABORATORIO

En la actualidad el uso de animales enteros se usa poco. (34)

¢

FIGURA 31: Rata Wistar.

3.2 REQUERIMIENTOS DEL CULTIVO CELULAR

La validez de un cultivo celular como modelo de funcidn fisioldgica /in vivo ha sido
criticado, ya que se presentan problemas de caracterizacion por la alteracion del desarrollo
celular; la proliferacion /n vitro no se presenta de igual manera a la de /in vivo, debido a la
reduccion de la relacidon célula-célula y la interaccion matriz-célula por la no presencia de la
heterogeneidad y la estructura tridimensional de las células halladas /in vivo, ademas porque
el medio hormonal y nutricional se ve alterado. Esto crea un ambiente que favorece la
difusién, migraciéon y proliferacién de células no especializadas, pero no a la expresiéon de
funciones diferenciadas. La provision de un ambiente apropiado, nutriente, hormonas y
sustratos son fundamentales para la expresion de funciones especializadas. G¥

En un cultivo celular la mayoria de las células crecidas a partir de un tejido sodlido
disgregado o de un subcultivo tienen la capacidad de adherirse en monocapa, transformarse
o anclarse independientemente. Esta adherencia celular es mediada por receptores celulares
especificos de superficie en la matriz extracelular y la dispersién celular podria ser precedida
por la secrecion de proteinas de matriz extracelular y proteoglicanos por parte de la célula.
Las células se pueden anclar y difundir en el vidrio donde se cultivan por medio de ligeras
cargas negativas y al plastico, como el poliestireno, si tienen una propiedad o tratamiento con
descargas eléctricas o con radiacion ionizante de alta energia. El cultivo en vidrio o plastico
provee condiciones favorables para el crecimiento y anclaje celular. ¥

El crecimiento de las células en un cultivo celular primario depende de la supervivencia de
éstas a las diferentes técnicas de disgregacion y a la capacidad de adherirse al sustrato o de
sobrevivir en suspension. Si el cultivo primario es mantenido por pocas horas podria ocurrir
un paso de seleccion futuro. Las células capaces de proliferar podrian aumentar, otros tipos
de células podrian sobrevivir pero no aumentar y otras podrian ser capaces de sobrevivir en
condiciones especiales. Ademas el crecimiento celular va ligado al espacio del cultivo, ya que
unas células detienen su crecimiento, mientras que otras lo incrementan. %
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Niveles y normas de seguridad "
American Type Culture Collection (ATCC)

g) Nivel 1. No presentan peligros reconocidos cuando se utilizan en condiciones
normales.

h) Nivel 2. Se emplean para materiales de origen primario humano que no se
conoce el riesgo de infeccion o que tienen la posibilidad de que en las
muestras contengan VIH, TBC, hepatitis B u otros patdgenos.

i) Nivel 3. Su manejo puede presentar un riesgo potencial.

i) Nivel 4. Extremadamente peligrosos.

EN QUE CONSISTE UN LABORATORIO DE CULTIVOS CELULARES

Un laboratorio de cultivo celular debe contar con una infraestructura basica en la cual se
disponga de areas independientes para llevar a cabo la preparacién y esterilizacion de medios
y reactivos, un espacio independiente para el proceso de lavado y preparacion de material y
un &rea propiamente destinada al trabajo con cultivos celulares. ¢%

Dentro de la infraestructura fisica basica se debe contar con sistemas de refrigeracion y
congelacion, incubadoras, centrifugas, balanzas, microscopios y cabinas de flujo laminar. (32)

Adicionalmente, se debe disponer de un buen suplemento de material plastico y de vidrio
y con sistemas de esterilizacién apropiados para los diferentes tipos de reactivos y material
utilizados. %

Desde el punto de vista de los sistemas de esterilizacion se pueden citar los siguientes:

e Calor Himedo: Mediante el empleo de autoclaves los cuales proporcionan una
temperatura de 121°C y una presién de 15 Ib. Utilizados para la esterilizacion de
soluciones cuyos componentes no se degradan por éste método, material plastico y
de vidrio y equipos de filtracién. ¢

e Calor Seco: Lo constituye el uso de hornos a temperatura de 200°C por espacio de

3 horas. Es empleado para la esterilizacion de material de vidrio particularmente.
(32)

e Filtracidn: A través del uso de equipos con membrana de nitrocelulosa o acetato de
celulosa con poro de 0.22 6 0.1 mm de diametro, mediante la aplicacion de presion
positiva 0 negativa. Por éste sistema se esterilizan la mayor parte de los medios de
cultivo, suero, solucién de antibidtico-antimicético y suplementos. 2
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Contaje celular

Para la siembra de las células se deben tener en cuenta los siguientes calculos:

Porcentaje de viabilidad (%) = Numero de células vivas

# de células totales *100
*>85-90% se siembra.
*NUmero de células vivas/ml = Células contadas vivas x factor de dilucidon x 104.

*NUmero de células necesarias = NUmero de placas x la mitad del volumen de cada placa x
células viables (1.350.000 para neuronas).

Nota: Hemocitometro o camara de Neubauer, aparato para hacer contajes en el microscopio.

El papel del suero, especialmente fetal bovino en el establecimiento y mantenimiento de
lineas y cultivos celulares, es fundamental; cuando estos se han establecido en medios libres
de suero, el crecimiento celular requiere, la suplementacion con hormonas y otros factores de
crecimiento que estan involucrados en transporte de nutrientes, mantenimiento de balance
de energia celular, control de sintesis de macromoléculas y factores que estimulan la
formacién del producto deseado. ¥

3.3 ENSAYOS DE INFECTIVIDAD VIRAL

A) FISICOS

e CENTRIFUGACION.

o ELECTROFORESIS.
e ESPECTROFOTOMETRIA.

B) QUIMICOS.

e« CROMATOGRAFIA.
e PRECIPITACION.
o DIALISIS.

C) MICROSCOPIA ELECTRONICA.
o DE TRANSMISION.
o DE BARRIDO.
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D) METODOS INMUNOLOGICOS.

HEMAGLUTINACION.

INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION.

HEMADSORCION.
NEUTRALIZACION.

ELISA.

WESTERN BLOT.

RIA.
INMUNOFLUORESCENCIA.
BIO/QUIMIOLUMINISCENCIA.

E) METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

PCR.

SLOT BLOT.

SOUTHERN BLOT.
NORTHERN BLOT.
HIBRIDACION IN SITU.
CAPTURA DE HIBRIDOS.
RFLP.

F) METODOS CUANTITATIVOS

A) FI’SICOS (2,8,9,14,37,39,42,51,53,55)

1. Centrifugas de baja velocidad, de sobremesa o clinicas.

Centrifugacion:

TECNICAS DE DIAGNOSTICO VIRAL

Hay dos tipos de procesos de centrifugacion: centrifugacion preparativa, cuyo objeto es
aislar particulas especificas, y centrifugacion analitica, con la que se pretenden estimar

propiedades fisicas de alguna particula en concreto: sus propiedades hidrodinamicas.
(2,8,9,14,37,39,42,51,53,55)

Dentro de la centrifugacion preparativa hay dos métodos esenciales de separacion: la
centrifugacion diferencial y \a centrifugacion en gradiente de densidad (zonal e isopicnica).

Tipos de centrifugas.

e Pequefio tamafio.
» Sin refrigeracion.
e Maxima velocidad: 5000 rpm.
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e Util para particulas grandes (células, precipitados de sales
inSOIUbIeS...).(2'8'9'14'37'39'42'51'53'55)

1.a. Microcentrifugas: variante de las anteriores.

e Velocidades altas: mas de 10000 rpm y tubos cortos.
e Volumenes muy pequefos.
« Utiles en Biologia Molecular, (%8:91437,39:42,51,53,55)

2. Centrifugas de alta velocidad.

e Velocidad entre 18000 y 25000 rpm.
» Refrigeradas, algunas con sistema de vacio.
e Utiles en la separacion de fracciones celulares.

e Insuficientes para la separacion de ribosomas, virus o macromoléculas.
(2,8,9,14,37,39,42,51,53,55)

3. Ultracentrifugas.

e Velocidad: a partir de 50000 rpm.
e Presentan sistemas auxiliares: sistemas de refrigeracién, sistemas de
alto vacio. 2 tipos:

- Analiticas: obtencion de datos precisos de propiedades de
sedimentacion (s, PM).

-Preparativas: aislamiento de particulas de bajo S (microsomas, virus,
macromoléculas) (2,8,9,14,37,39,42,51,53,55)

e Electroforesis:

Movimiento de particulas eléctricamente cargadas a través de un gas o liquido como
resultado de un campo eléctrico formado entre unos electrodos sumergidos en el medio. Si
las particulas en suspension se desplazan hacia el catodo, el electrodo negativo, el proceso se
denomina cataforesis; si lo hacen hacia el anodo, el electrodo positivo, se habla de
anaforesis. La electrodsmosis es un fendmeno relacionado en el que se mantiene inmdvil la
fase solida y el liquido se desplaza debido al campo eléctrico aplicado. (%8:°:14:37:39:42,51,53,55)

e Espectrofotometria:

Se fundamenta en la mediciéon de la intensidad de un espectro determinado en
comparacion con la intensidad de luz procedente de una fuente patrén. Esta comparacion
permite determinar la concentracion de la sustancia que ha producido ese espectro. Los
espectrofotdmetros también son Utiles para estudiar espectros en las zonas no visibles
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porque sus elementos de deteccidon son boldmetros o células fotoeléctricas. Los primeros se

aplican especialmente al analisis de espectros de infrarrojos, y los segundos al de espectros
ultravioletas (2,8,9,14,37,39,42,51,53,55)

B) QUIMICOS

e Cromatografia:

Técnica de analisis quimico utilizada para separar sustancias puras de mezclas complejas.
Esta técnica depende del principio de adsorcidén selectiva. A medida que la disoluciéon va
filtrandose por la columna, cada componente de la mezcla precipita a diferente velocidad,
quedando la columna marcada por bandas horizontales de colores, denominadas
cromatogramas. Cada banda corresponde a un pigmento diferente, (#8::14:37:39,42,51,53,55)

La cromatografia en columna utiliza un amplio espectro de adsorbentes solidos, incluidas
la silice, la alimina v la silice gelatinosa. También los liquidos pueden ser adsorbidos en estos
sdlidos y a su vez sirven como adsorbentes (un proceso denominado cromatografia de
reparto) permitiendo al quimico elaborar columnas de diferentes propiedades para diversas
aplicaciones. En la cromatografia con liquidos de alto rendimiento (HPLC), una variante de
esta técnica de uso frecuente hoy en dia, se utilizan liquidos adsorbidos en particulas muy
pequefas y uniformes, lo cual proporciona una sensibilidad bastante alta. Para llevar la
mezcla a través de la columna se precisa una bomba. La cromatografia de capas finas es otra
forma de cromatografia en columna, en la cual el material adsorbente reposa en un cristal o
en una pelicula de plastico. (%821437:3942,51,53,55)

En la cromatografia en papel, una muestra liquida fluye por una tira vertical de papel
adsorbente, sobre la cual se van depositando los componentes en lugares especificos. Otra
técnica conocida como cromatografia gas-liquido permite la separacion de mezclas de
compuestos gaseosos 0 de sustancias susceptibles de vaporizarse por calor. La mezcla
vaporizada es conducida mediante un gas inerte a través de un estrecho tubo en espiral que
contiene una sustancia, por la que los componentes fluyen en diferentes proporciones, siendo
detectados al final del tubo. Otro método es la cromatografia por infiltracion gelatinosa,
basado en la accidn filtrante de un adsorbente poroso de tamafo uniforme. Con este método
se consigue separar y detectar moléculas de mayor masa molecular. (%8:91437:39,42,51,53,55)

El uso de la cromatografia estd ampliamente extendido en el andlisis de alimentos,
medicinas, sangre, productos petroliferos y de fisidn radiactiva. (%8°:14:37:39,42,51,53,55)

e Precipitacion:

Proceso o fendmeno de formacién de un segundo estado o fase de la materia, dentro de
una primera fase. Si por ejemplo, el aire que contiene vapor de agua se enfria por debajo del
punto en que se forma el rocio, se crea un precipitado de agua liquida dentro de la fase
gaseosa. Este precipitado puede adoptar la forma de niebla, lluvia o condensaciéon en una
superficie. Si una disolucion se sobresatura de un componente que se vuelve sdlido a la
temperatura existente, este componente tendera a cristalizar y formar nucleos, o bien
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precipitara espontaneamente. Asi esta sustancia podra sedimentarse o separarse de la fase
liguida por el proceso de filtracién o centrifugacion. También puede darse un precipitado de
una fase sdlida en una segunda fase soélida, como es el caso de algunas aleaciones metalicas

en las que el precipitado aporta un aumento significativo de dureza y resistencia a la traccién
del metal (2,8,9,14,37,39,42,51,53,55)

e Dialisis:

Paso de un componente de una disolucion a través de una membrana que impide el paso
del resto de los componentes de dicha disolucién. Para elegir el tipo de membrana que nos
permita una dsmosis selectiva debemos experimentar primero hasta dar con la adecuada.
Muchas membranas permiten pasar todos los componentes de la disolucion, otras no dejan
pasar ninguno y otras, finalmente, sélo permiten un paso selectivo. En la dsmosis clasica, se
introduce en un recipiente con agua un tubo vertical con el fondo cerrado con una membrana
semipermeable y que contiene una disolucién de azlcar. A medida que el agua pasa a través
de la membrana hacia el tubo, el nivel de la disolucién de azicar sube visiblemente. Una
membrana semipermeable iddnea para este experimento es la que existe en el interior de los
huevos, entre la clara y la cascara. En este experimento, el agua pasa en ambos sentidos a
través de la membrana. Pasa mas cantidad de agua hacia donde se encuentra la disolucidn
concentrada de azlcar, pues la concentracion de agua es mayor en el recipiente con agua
pura; o lo que es lo mismo, hay en ésta menos sustancias diluidas que en la disolucion de
azucar. El nivel del liquido en el tubo de la disolucién de azlcar se elevara hasta que la
presion hidrostatica iguale el flujo de moléculas de disolvente a través de la membrana en

ambos sentidos. Esta presion hidrostatica recibe el nombre de presidon osmdtica.
(2,8,9,14,37,39,42,51,53,55)

C) MICROSCOPIA ELECTRONICA

e De Transmision:

Dirige el haz de electrones hacia el objeto que se desea aumentar. Una parte de los
electrones rebotan o son absorbidos por el objeto y otros lo atraviesan formando una imagen
aumentada del espécimen. Para utilizar un microscopio de transmisién debe cortarse la
muestra en capas finas, no mayores de un par de miles de angstroms. Se coloca una placa
fotografica o una pantalla fluorescente detras del objeto para registrar la imagen aumentada.

Los microscopios electrénicos de transmisién pueden aumentar un objeto hasta un millén de
veces., (2/8:9,14,37,39,42,51,53,55)

= Tincion Negativa: consiste en mezclar una suspension donde suponemos que estan
los virus, con una sal densa de electrones, por ejemplo acetato de uracilo,
fosfotungstato potasico (acido fosfotungstico). Esta mezcla se deposita en una
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rejilla de microscopia electrénica y se observa al microscopio electrénico de
transmisidn. Con esta técnica, los virus no se tifien en realidad, sino que se tife el

medio. Esta es la técnica mas usada debido a que es la mas sencilla de realizar.
(2,8,9,14,37,39,42,51,53,55)

e De Barrido:

Un microscopio electrénico de barrido crea una imagen ampliada de la superficie de un
objeto. No es necesario cortar el objeto en capas para observarlo con este tipo de
microscopio, sino que puede colocarse con muy pocos preparativos. El microscopio e barrido
explora la superficie de la imagen punto por punto, al contrario que el de Transmision, que
examina una gran parte de la muestra cada vez. Su funcionamiento se basa en recorrer la
muestra con un haz muy concentrado de electrones, de forma parecida al barrido de un haz
de electrones por la pantalla de una televisidn. Los electrones del haz pueden dispersarse al
alcanzar la muestra o provocar la aparicidon de electrones secundarios. Los electrones
dispersados y los secundarios son recogidos y contados por un dispositivo electrénico situado
a los lados del espécimen. Cada punto leido de la muestra corresponde a un pixel en un
monitor de television, (>891437,39:42,51,53,55)

Cuanto mayor sea el nimero de electrones contados por el dispositivo, mayor sera el
brillo del pixel en la pantalla. A medida que el haz de electrones barre la muestra, se presenta
toda la imagen de la misma en el monitor. Los microscopios electronicos de barrido pueden
ampliar los objetos 100.000 veces o mas. Este tipo de microscopio es muy util porque, al
contrario que los de transmision o los microscopios O&pticos, produce imagenes
tridimensionales realistas de la superficie del objeto, (8:%:1437,39,42,51,53,55)

= Sombreado: consiste en depositar a los virus sobre una rejilla y hacer incidir sobre
la misma un metal, normalmente platino, con un cierto angulo, respecto a la rejilla.
El platino, cubre a los virus, pero queda en un lado una sombra de color claro (el
platino queda obscuro). Entonces al observar la rejilla, se veran los virus obscuros y

la sombra clara. Entonces se observa una imagen de aspecto tridimensional.
2,8,9,14,37,39,42,51,53,55

Mediante estas dos técnicas, se puede demostrar la presencia de virus en una muestra,
pero también se pueden contar, por un método que consiste en mezclar la solucion de virus
que se puede cuantificar, con una de esferas de latex. (%891437:39,42,51,53,55)

Mediante microscopia electrdnica, se cuentan tanto virus con capacidad de infectar

células como virus que tengan algun defecto, y no puedan infectar células o incluso capsides
iag (10)
vacias.

82



TECNICAS DE DIAGNOSTICO VIRAL

D) METODOS INMUNOLOGICOS

« HEMAGLUTINACION:

Algunos virus o el antigeno derivado de ellos, se adsorben a los eritrocitos a través de
receptores en sus membranas. Como resultados los eritrocitos se aglutinan, este fendmeno
se denomina hemaglutinacion.

La prueba de hemaglutinacion es muy sencilla. Basicamente, una suspension de
eritrocitos se pone en contacto con:
1. Una preparacién que contiene virus o sus antigenos

2. Una preparacion sin virus o sin antigenos

Los eritrocitos sedimentan en la solucion por gravedad ya sea en el caso uno en grumos
grandes o en el caso dos como un disco al fondo del tubo de prueba.

A esta prueba se le llama Método patrén y fue desarrollado por J. Salk. En esta prueba
existen limitaciones de pH, temperatura, rango de eritrocitos aglutinables, inhibidores no
especificos del suero, etc.

Las especies de animales cuyos eritrocitos aglutinan varia dependiendo del virus al que
se somete a esta prueba. Algunos virus tienen un rango muy amplio para esta prueba y otros
muy escaso, en cuanto a las especies de animales cuyos eritrocitos aglutinan. (%

Virus Eritrocitos que aglutinan
Enterovirus O humanos

Newcastle, Influenza Ay By
Parainfluenza 1-4

O humanos, cobayo y pollo

Reovirus O humanos 6 bovinos
Adenovirus grupo 1 De mono rhesus
Adenovirus grupo 2y 3 De rata

Tabla 14: Lista de los virus mas representativos y los eritrocitos que proporcionan una aglutinacion.

Debe utilizarse un paquete de eritrocitos con una concentracion entre 0.25 y 1.0 %
(concentracion final en la prueba de 0.12 a 0.33%)

Existe una relacion inversa entre la concentracion eritrocitaria y el titulo de aglutinacién
de un antigeno viral. Los eritrocitos de mamiferos se utilizan en una concentracion
ligeramente mas elevada que los provenientes de aves debido a que sedimentan mas
lentamente; aumentar el nimero disminuye el rango de sedimentacién. (*9)
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Los eritrocitos usualmente se consiguen comercialmente, sin embargo si se tiene que
sangrar a un animal se debe de utilizar 1 parte de citrato de sodio al 5% por cada 5 partes de
sangre. Posteriormente los eritrocitos deben de lavarse tres veces con solucion salina al
0.85% utilizando 5 volimenes de la solucidn salina en la mezcla de sangre con citrato de
sodio, una vez realizado esto se debe de centrifugar a 250g por 10 min. Decantar y repetir
dos veces mas. Desechar el Ultimo lavado y resuspender el paquete celular en solucion salina
para obtener una solucién stock al 10%. Esta solucion debera almacenarse en refrigeracion a
4° C por 5 o 6 dias. *¥

El pH adecuado para la mayoria de los virus es de 6.0 — 8.5, esta suspension de
eritrocitos con citrato de sodio tiene un pH de 7.2. *9

La temperatura para la reaccion de hemaglutinacion es usualmente de 22 a 37° C, debido
a que acelera la aglutinacion y los patrones son mas agudos. Algunos virus aglutinan solo a
4° C como la Influenza C por ejemplo. *9

El tiempo que se requiere para que los eritrocitos sedimenten dependera de la especie.
Las células de aves a 37° C sedimentan en 1 hora, mientras que las células mamiferas tardan
de 4 a 8 horas. ™9

MATERIAL

<

Suspensidn viral.

. Eritrocitos con citrato de sodio.

. PBS 0.01 M, pH 7.2.

. Tubos para centrifugar.

. Tubos de ensaye con fondo redondo de 12 x 72 mm.
. Pipetas estériles de 1.0 y 10 ml.

. Centrifuga y gradilla.

. Bano maria a 37° C.
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PROCEDIMIENTO:
A) Separar el suero de los eritrocitos como se menciond anteriormente.
B) Preparar una suspension de eritrocitos al 5% en PBS.

C) Preparar por duplicado diluciones de suspension viral con PBS de 1:10 hasta 1:640.

Dilucién: 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 Control
PBS ml 3.6 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Virus ml 0.4 04y

NS NG NIV AN N AN B

0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.0

D) Agregar 0.4 ml de la suspension de eritrocitos al 0.5% a todos los tubos ( el tubo
control debera contener 0.4 ml de PBS mas 0.4 ml de suspension de eritrocitos).

E) Agitar los tubos y colocarlos en bafio maria a 37° C o asegurar esta temperatura y
dejarlos reposar hasta que sedimenten los eritrocitos.

RESULTADOS:

Los resultados de la prueba se determinan a través de los diferentes patrones formados
por las células sedimentadas. Los patrones se leen al observar los tubos por abajo o
colocando la gradilla sobre un espejo.

a) En el tubo control, las células ruedan al fondo y sedimentan formando un disco
finamente delineado.

b) Las reacciones intermedias, se observan como grumos irregulares de células asociadas
con un halo de células finamente agregadas.

c) La maxima aglutinacion se caracteriza por una fina cubierta rosa salmon al fondo del
tubo.

d) Los resultados de la hemaglutinacion son normalmente graduados 0,1,2,3 6 4+.

e) El punto final se toma como la dilucién mayor a la que se observa maxima aglutinacion
(4+). Esta dilucién contendra 1UHA (unidad hemaglutinante) por el volumen que se
haya agregado, la siguiente dilucidn menor (mas concentrada a ésta) tendra 2 UHA,
etc.
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1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640
8 UHA 4 UHA 2 UHA End point
1 HA unit

e INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION:

La prueba de inhibicion de la hemaglutinacion esta basada en la inhibicién de la
hemaglutinina viral por un anticuerpo especifico. La prueba detecta indirectamente, la
presencia de un virus hemaglutinante. Debido a que el virus es una proteina extrana,
propiciara la formacion de anticuerpos en el hospedero. Si el suero del hospedero inhibe la
hemaglutinacion de un virus que normalmente lo hace, entonces significa que el virus se
encontraba en el hospedero. (9

MATERIAL:
¢ Suspension viral.
¢ Antisuero especifico.
¢ Eritrocitos con citratos de sodio.
¢ PBS estéril.
¢ Tubos para centrifugar estériles.
¢ Gradilla.
¢ Tubos de ensaye estériles de 12 x 72 con fondo redondo.
¢ Pipetas estériles de 1.0 y 10 ml.
¢ Centrifuga.

¢ Bano maria a 37° C.
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METODO:

A) Hacer una serie de diluciones de antisuero en PBS por duplicado, empezando en 1:10.
Distribuyendo el suero diluido en cantidades de 0.2 ml en tubos de ensaye pequefios.

B) Titular el antigeno como en la prueba de HA. Determinar la dilucion que contenga 4
unidades por cada 0.2 ml. Agregar 4 unidades de antigeno en 0.2 ml de volumen en
cada tubo de antisuero.

C) Incluir los siguientes controles:
a. Suero solo, dilucién 1:10, 0.4 ml.
b. Antigeno solo, 4 unidades en 0.4 ml.
c. Suero positivo, 1:10, 0.4 ml.
d. Suero negativo, 1:10, 0.4 ml.

e. Como una comprobacién de las diluciones y las variaciones en los eritrocitos de
un bafio a otro, hay que hacer al mismo tiempo una titulacién de la diluciéon de
4 UHA en 0.2 ml.

i. Agregar 0.4 ml de PBS a 5 tubos de ensaye.

ii. Al primer tubo agregar 0.4 ml de la dilucidn viral, (en el caso anterior
1:10) con 8 UHA. Mezclar y transferir 0.4 ml al segundo tubo y asi hasta
desechar los 0.4 ml del 5to tubo.

D) Incubar a temperatura ambiente por 30 0 60 minutos.

E) Agregar 0.4 ml de solucion eritrocitaria al 0.5 %. Agitar y colocar todos los tubos a una
temperatura adecuada, hasta que los eritrocitos del control hayan sedimentado.

F) Leer el titulo del suero. Este es la dilucibn mas alta de hemaglutinacion inhibida por
suero del virus y que se expresa como el reciproco de la dilucién.

1:10 1:20 1:40 1:80

No se presenté hemaglutinacion Hemaglutinacion

1:160 1:320 1:640

Titulo del suero = 80
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G) Leer la titulacion simultanea como sigue: Solo los primeros tres tubos deben mostrar
hemaglutinacién, indicando que efectivamente solo eran 4 UHA por cada 0.2 ml
usados en la prueba. Si fueran mas de tres tubos los que mostraran hemaglutinacion,
quiere decir que la concentracion del virus es mayor y habra que diluirlo con mas PBS,
si fueran menos de tres tubos entonces, hay que aumentar la concentracion del virus.

4+ 3+ 2+ - -

H) Leer los controles:
a. El suero solo debe ser negativo.
b. Antigeno solo negativo.
c. Suero positivo debe ser positivo.

d. Suero negativo debe ser negativo.

e HEMADSORCION:

La adsorcion especifica de los eritrocitos al cultivo celular provee un acercamiento
practico al diagndstico de una infeccion viral, antes de que el CPE sea observado o en casos
en donde el agente se puede propagar sin dafnos aparentes a las células. Esta técnica fue
desarrollada por Vogel y Shelokov. La prueba debe hacerse con sangre O positiva de
humano, calf, cerdo de guinea, oveja, rata, mono rhesus y pollo a una temperatura de 37° C,
ambiente 0 a 4° C. *9

MATERIAL:
¢ Células de cultivo de tejido infectado.

¢ Células control de cultivo de tejido.
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¢ Eritrocitos apropiados con citratos.
¢ PBS estéril.
¢ Piperas estériles de 1.0 y 10.0 ml.
¢ Tubos para centrifuga estériles.
¢ Matraz estéril.

PROCEDIMIENTO:

B) Lavar los eritrocitos con citratos, tres veces utilizando PBS. Preparar una suspension al
0.4% de eritrocitos ya lavados en PBS.

C) Pour de media from control an infected tissue cultures into a contamination pan
( before CPE is visible).

D) Agregar 0.2 ml de la suspensioén eritrocitaria al 0.4% a cada tubo. Colocar los tubos
horizontalmente de manera que los eritrocitos cubran la superficie de la sabana de
células e incubarlos a una temperatura apropiada.

E) Observar microscopicamente a intervalos por aglutinacién de los eritrocitos y una
adsorcidn de los eritrocitos en la sabana de células.

NEUTRALIZACION

El suero y los virus se unen bajo ciertas circunstancias y son inoculados en un hospedero
susceptible (animal, embridén de pollo 6 cultivo celular). Si los anticuerpos para el virus en
cuestion estan ausentes, la enfermedad, lesiones o la muerte podria presentarse. Cuando los
anticuerpos estan presentes no se observan estas reacciones. %

La muestra viral puede consistir de los fluidos provenientes de un embrion de pollo,
cultivo de tejidos o de extractos de tejidos infectados (cerebro, higado, etc.). Este debe
usarse directamente después de una centrifugacién lenta (205 g, 15-20 min) para remover
sedimentos. Esta preparacion debe usarse fresca cuando sea posible o los tejidos deberan ser
congelados; en caso de ser liofilizados, a —20° C; si se congela en una ampolleta a — 60° C o
menos. (9

La seleccion del sistema indicador depende de la infectividad vy letalidad del virus para un
hospedero en particular, el costo, la disponibilidad, la facilidad para su manejo, etc. Animales

(ratones, hamsters, pollos), embriones de pollo o pato 6 cultivos celulares pueden utilizarse.
(49)
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Existen dos métodos para realizar las pruebas de neutralizacion:
1. Procedimiento Alfa:

Cantidades iguales y controladas de suero y diluciones crecientes de virus se incuban
juntas y después se inoculan en el sistema indicador. (suero constante con diluciones de
: 49)
virus). {

2. Procedimiento Beta:

Se colocan a incubacion virus en concentraciones de 10 y/ o 100 TCIDso con una serie
de diluciones por duplicado del suero antes de ser inoculado. ¢*¥)

El procedimiento mas reciente es mas usado con cultivo de tejidos debido a que es mas
econdmico con respecto a la cantidad de suero que requiere y es una prueba de mucha
sensibilidad. También se puede titular un Brodder range de anticuerpos cuando se utiliza una
cantidad de virus constante. La temperatura y el tiempo de incubacidon de la solucion viral
dependera del agente utilizado, sin embargo aun no hay un acuerdo general con respecto a
que rgg)gos utilizar para las diferentes circunstancias que se presenten durante el analisis
viral.

Para deteccidn de anticuerpos y no de antigenos
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FIGURA 32: Analisis de neutralizacion, hemaglutinacion e inhibicion de la hemaglutinacion. En el analisis
mostrado se incuban suero diluido 1:10 con el virus, esto se anade después a cultivos celulares o hematies. En
ausencia de anticuerpos, el virus infecta la monocapa (indicado por ECP) y produce hemaglutinaciéon (formacion

de una suspension de hematies similares a un gel). En presencia de anticuerpos se bloguea la infeccion
(neutralizacion) y se inhibe la hemaglutinacion (IH), permitiendo que los hematies formen un grumo. El titulo de
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e ELISA:

El analisis de inmunosorcion ligado a enzimas (ELISA), usa antigeno inmovilizado en una
superficie de plastico, perla o filtro, para capturar y separar el anticuerpo especifico contra el
virus, de otros anticuerpos presentes en el suero del paciente.  El anticuerpo del paciente
fijado se detecta después mediante un anticuerpo antihumano unido de forma covalente a
una enzima (peroxidasa del rabano picante, fosfatasa alcalina o beta-galactosidasa). Se
cuantifica espectrofotométricamente por la intensidad del color de un sustrato apropiado,
causado por la accidon enzimatica. Las muchas variaciones de la técnica ELISA difieren en los
medios para capturar y detectar el anticuerpo o el antigeno.

Encontramos un ejemplo de prueba ELISA usada frecuentemente, en el test rapido para
embarazo basado en la deteccion de la hormona coriogonadotrofina humana.

La prueba ELISA se puede emplear también para cuantificar el antigeno soluble presente
en una muestra clinica. El antigeno soluble es concentrado y capturado por el anticuerpo, y
después se detecta mediante un anticuerpo distinto marcado con enzima.®

Deteccidn de anticuerpos Captura y deteccidn del antigeno

€] B ——— @ LY | FIGURA 33: Enzimoinmunoanalisis para
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+ Suero & Deteccion de anticuerpos: 1-> El antigeno

o o . . . ; i
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se una al antigeno. Se elimina el anticuerpo
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contiene el antigeno, y se lava el antigeno no
unido. 3= Se anade un segundo anticuerpo
(antivirico) para detectar el antigeno
capturado. 4-> Se afiade antianticuerpo
conjugado con enzima, se lava y después,
5->Se afiade sustrato, que es, 6> Convertido
en croméforo, precipitado o fluorescencia. “%
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A (2,8,9,14,37,39,42,51,53,55)

Soporte fisico.
Solucién lavadora.
Ag/Ac.

Muestra bioldgica.
Conjugado.
Sustrato.
Blogueadores.

Enzimas/ Fluorocromos/ Isotopos radioactivos = Sustancia luminiscente. *

1. SOPORTE FiSICO

¢

Particulas: Celulosa, Vidrio microcristalino, Poliacrilamida, Dextranos,
Gomas de silicon, Plasticos.

Tubos: Latex, Poliestireno.
Papel: PNC, Nylon.

Esferas: Nylon, Metalicas, Cloruro de polivinilico, Poliestireno, Acrilico.
(2,8,9,14,37,39,42,51,53,55)

Las esferas de poliestireno son el soporte fisico de preferencia debido a las siguientes

caracteristicas:

a) Absorbe compuestos bioldgicos (macromoléculas y particulas).

b) Excelente claridad dptica.

c) Resistente (dureza mecanica).

d) Buenas propiedades moldeables.

e) Resistencia a acidos, bases, alcoholes y en general a solventes organicos.
0. (2,8,9,14,37,39,42,51,53,55)

f) Material de bajo cost

Forramiento: Aspectos a cuidar = Concentracion de Ag/Ac, tiempo de incubacion, buffer
(carbonatos, boratos, fosfatos), pH y temperatura, (>8:9:1437,:39:42,51,53,55)
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2. SOLUCION LAVADORA
Se pueden utilizar dos tipos de soluciones:
¢ Solucién Buffer de fosfatos (PBS).
¢ Detergentes (Tween 20 — 80). (#8::14:37,39,42,51,53,55)
3. ANTIGENO / ANTICUERPO
Este punto ser refiere a las variables que vamos a medir, (#8:%:14:37,39/42,51,53,55)
4. MUESTRA BIOLOGICA
Los aspectos mas importantes que debemos cuidar de nuestra muestra bioldgica son:
¢ Dilucién.
¢ Tratamiento adecuado de la muestra y limpieza
Las muestras bioldgicas que pueden utilizarse para realizar esta prueba son:
¢ Suero.
¢ Liquido céfalorraquideo.
¢ Calostro.
¢ Saliva.
¢ Materia fecal.
¢ Liquidos intraocular, auditivo, pleural etc.

¢ Sobrenadantes mab s = sobrenadantes de anticuerpos
monoclonales. (28:9:14,37,39,42,51,53,55)

5. CONJUGADO

El conjugado es el antigeno o el anticuerpo (dependiendo de si quiero determinar
presencia de anticuerpos a antigenos respectivamente) unidos a enzimas que cumplan con
las siguientes caracteristicas:

¢ Estables.
¢ Altamente reactivas.

¢ Baratas.
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Las enzimas que cumplen estas caracteristicas son:

L

¢

¢

*

*

Seguras.
Purificadas.

Conjugables en forma estable.

Peroxidasa.

Fosfatasa alcalina.
Galactosidasa.

Glucosa oxidasa.

Acetil colinesterasa.
Citocromo C.

B — D — Gluconidasa.
Lactato deshidrogenasa.
Lactato peroxidasa.
Ribonucleasa.

Catalasa.

TECNICAS DE DIAGNOSTICO VIRAL

Los compuestos con los que éstas enzimas se pueden acoplar son:

*

¢

¢

¢

*

Glutaraldehido.
Periodato.

Bencidina diazotizada.
p-Benzoquinona.

Carbodimidas (2,8,9,14,37,39,42,51,53,55)

6. SUSTRATO

Es importante cuidar que el sustrato:

¢

*

Tenga alteracion sensible a la enzima.
Sea completamente soluble.
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¢ Con alto coeficiente de extincion.
¢ Barato.
¢ Seguro.
¢ Facil de usar.
Los sustratos mas utilizado son:
¢ Peroxidos.
¢ p- Nitro fenil fosfato.
¢ B- Galactosido.
¢ Glucosa.

o Acetilcoling, (%8:9:14:37,39,42,51,53,55)

7. BLOQUEADORES

También se refieren como fuentes de inespecificidad, se utilizan como soluciones para
ultracentrifugacion, el bloqueo propiamente y como detergentes. Estas soluciones pueden
ser:

¢ Agregados de inmunoglobulinas.
¢ Complejos inmunes.
¢ Complemento.

¢ Disminucién de Inmunoglobulina especifica. (891437:39,42,51,53,55)

8. CROMOGENOS
Los mas cominmente utilizados son:
¢ DAB: Diaminobencidina.
¢ Acido 5 amino salicilico.
¢ Ortodianisidina.

ABTS (2,2 "azino-di-(3 etilbenzotiazolin-6-sulfona).

*

¢ OPD: Ortofenilendiamina. 8°:14:37:39,42,51,53,55)
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e RIA:

Para el radioinmunoanalisis se utiliza anticuerpo o antigeno radiomarcado (}*°I), con el fin
de cuantificar los complejos antigeno-anticuerpo. Como método de captura se puede emplear
el RIA, segun los descrito previamente para el ELISA, o un método de competencia. En la
técnica de competencia, el anticuerpo presente en el suero del paciente es cuantificado por
su capacidad para competir con un anticuerpo radiomarcado preparado en el laboratorio, y
sustituirlo en los complejos antigeno-anticuerpo. Los complejos son precipitados y separados
del anticuerpo libre, y se mide la radioactividad de ambas fracciones. Después se cuantifica el
anticuerpo del paciente, en la base de curvas estandar preparadas en cantidades conocidas
del anticuerpo competidor. (7,13,15,16,17,31,33,38,45,47,48,54,101)

e WESTERN BLOT:

Representa una variacion mas moderna de la técnica ELISA. Las proteinas viricas
separadas mediante electroforesis, de acuerdo con su peso molecular o carga, son
transferidas a un papel de filtro (nitrocelulosa, nylon), en el que producen una “mancha”. Al
contacto con el suero del paciente, las proteinas inmovilizadas capturan los anticuerpos,
especificos para el virus y se visualizan mediante un anticuerpo antihumano conjugado con
enzima. La Western blot se utiliza para confirmar los resultados de la prueba ELISA cuando se
sospecha infeccién por VIH. (7,13,15,16,17,31,33,38,45,47,48,54,101)

1]
a2

Tira Interpretacion Bandas presentes

Indeterminado p24, p55, gpl 60

Indeterminado p24, p55

Indeterminado p24, gp41, p55, p66, gpl2, gpl6l
Positivoe gpl20, gpl160

N om U

FIGURA 34: Analisis Western Blot de antigenos y anticuerpos contra el VIH. Los antigenos proteinicos de VIH se
separan mediante electroforesis y se depositan en tiras de papel de nitrocelulosa (manchas). La tira se incuba
con anticuerpo del paciente, se lava para eliminar el anticuerpo no unido y después se hace reaccionar con
anticuerpo antihumano conjugado con enzima y sustrato cromdforo. El suero de un individuo infectado por el
VIH se fijara e identificara las proteinas antigénicas mayores del VIH. Entre los cuatro sueros mostrados, solo el
suero 7 reconoce todos los antigenos y es definitivamente positivo.
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e INMUNOFLUORESCENCIA

En este método, anticuerpos especificos conjugados con marcadores fluorescentes se
utilizan como sondas para la deteccion de antigenos en especimenes tisulares o en células del
paciente estudiado. En cada caso, la unién de las anticuerpos a los tejidos o células se
visualizan directamente utilizando un microscopio de fluorescencia, al observar en un fondo
oscuro los anticuerpos fluorescentes adheridos especificamente a antigenos que pueden
visualizar mediante su color brillante. La ventaja de este ensayo es que permite la
visualizacién del antigeno dentro de tipos celulares especificos en un tejido e incluso dentro
de subcompartimentos celulares determinados. /13:1516:17,31,33,38,45,47,48,54,101)

o BIO/QUIMIOLUMINISCENCIA

Directa: Weeks y colaboradores en 1984 desarrollaron una nueva técnica basada en la
quimioluminiscencia, la cual emplea como fase sdélida microparticulas paramagnéticas
recubiertas de anticuerpos especificos contra la sustancia a analizar y como marca el éster de
acridina. Este ensayo es de tipo heterogéneo y, se caracteriza por la emision de luz visible
debido a una reaccidon quimica producida por la oxidacion del éster de acridina empleado
como marca. Se realizan ensayos tanto por competencia como por “sandwich”. Las particulas
paramagnéticas empleadas en estos ensayos ofrecen una maxima superficie de contacto (100
veces mas que los métodos convencionales) y una rapida separacion magnética, con una
ml'nima unién especifica. (7,13,15,16,17,31,33,38,45,47,48,54,101)

Ventajas:
o Alta sensibilidad (femtogramos 10 — 15 g).
o No emplea radiactividad.
o Los resultados son rapidos (generalmente a los 15 minutos).
o Equipos automatizados de facil manejo.

Indirecta o amplificada. Existe otro método quimioluminiscente, el cual emplea como
marca una enzima, la fosfatasa alcalina que cataliza la hidrdlisis del éster de fosfato del
substrato adamantil diaxetano (el cual es un compuesto estable) para formar constantemente
un anioén inestable el cual produce una fuerte emision de luz. Esta sefial luminosa prolongada
en lugar del relampago de luz de los otros métodos quimioluminiscentes permite hacer
numerosas lecturas con el consiguiente aumento en la precision del ensayo. La
quimioluminiscencia (tanto directa como indirecta) representa una alternativa automatizada
del RIA que no sacrifica la eficiencia del ensayo, por lo que es uno de los métodos de

inmunoanadlisis con mejor futuro inmediato en la practica clinica habitual.
(7,13,15,16,17,31,33,38,45,47,48,54,101)

Electroquimioluminiscencia. Esta basada en la utilizacion de Rutenio marcado y de la
Tripolylamina (TPA). Esta técnica emplea particulas paramagnéticas recubiertas con
estreptaviding, a las cuales se une el primer anticuerpo marcado con biotina, el antigeno de
la muestra se une a este anticuerpo y posteriormente un segundo anticuerpo marcado con
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rutenio se dirige a otro sitio sobre la molécula de antigeno (reaccion tipo “sandwich”). Por
ultimo, las particulas magnéticas con el marcador unido fluyen a través de la celda de lectura
donde son retenidas en el area de activacion por un iman con el fin de registrar la emisién de
luz generada. La emisidn de luz del Rutenio es consecuencia de la aplicaciéon de un voltaje a
la solucion de muestra, de tal modo que el rutenio trivalente es reducido a Rutenio divalente
con la ayuda de un agente oxidante (TPA), (//13:1516,17,31,33,38,45,47,48,54,101)

Ventajas:
o Excelente estabilidad del marcaje con rutenio.
o Unidén mediante estreptavidina — biotina a la fase sdlida (la unién es tan fuerte
como el enlace covalente.
o Generacion de la sefial controlada eléctricamente.
o Generacion de multiples fotones por molécula marcadora. /13151617,31,33:384547,48,54,101)

E) METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR
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FIGURA 35: Esquema de las técnicas de andlisis viroldgico.

e PCR:

La reaccion en cadena de la polimerasa utiliza una enzima llamada polimerasa para
multiplicar rapidamente un pequefo fragmento de acido desoxirribonucleico (ADN), una
molécula de doble cadena en forma de escalera que transporta el material hereditario en
todos los seres vivos. Cada ciclo de PCR consta de tres fases. En la primera, llamada
desnaturalizacion, se calienta el ADN para separar las dos cadenas que lo forman. En la
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segunda, llamada templado, la temperatura de la mezcla se rebaja para que los cebadores o
fragmentos iniciadores del ADN se enlacen con las cadenas separadas de esta molécula. En la
tercera o polimerizacidon se eleva de nuevo la temperatura para que la enzima polimerasa
copie rapidamente el ADN. En cada ciclo de PCR se duplica todo el ADN presente en la

reaccion, de manera que en unas pocas horas se obtienen mas de mil millones de copias de
un SO|O fragmento (7,13,15,16,17,31,33,38,45,47,48,54,101)

La reaccion en cadena de la polimerasa imita el fendmeno de replicacién o reproduccion
del ADN que ocurre de forma natural en las células vivas. La mayor parte del ADN es de
doble cadena (es decir, cada cadena de ADN esta apareada con otra complementaria).
Durante la replicacion las dos cadenas se separan y una enzima (una proteina que inicia
reacciones quimicas) especializada llamada polimerasa hace una copia de cada una de las
cadenas, utilizando la original como plantilla 0 modelo. Normalmente este proceso de copia
tiene lugar cuando la célula se divide y da lugar a la formacién de un par de cadenas hijas
por cada una de las cadenas parentales. (7/13:1>16:17,31,33,38,45,47,48,54,101)

La polimerasa necesita otros dos ingredientes para copiar ADN. El primero es una reserva
de los cuatro bloques basicos que constituyen la molécula de ADN, llamados nucledtidos o
bases. El segundo es una fibra corta de ADN copiado, que se llama cebador oligonucleotidico;
esta formado por varios nucledtidos que inician la replicacion. La PCR utiliza estos mismos
ingredientes para copiar ADN en una ampolla, (//1%1516/17,31,33,38,45,47,48,54,101)

La reaccion tiene lugar en tres fases.

= Primera o desnaturalizacion: La plantilla o fragmento original de ADN se calienta
hasta una temperatura de 90° a 95 °C durante 30 segundos; esto provoca la
separacion de las dos cadenas.

» Segunda fase, templado: La temperatura de la mezcla se rebaja hasta 55 °C
durante 20 segundos para que los cebadores oligonucleotidicos se enlacen con el
ADN escindido.

» Tercera fase o de polimerizacion: La temperatura de la mezcla se eleva hasta 75 °C
para que la polimerasa copie rapidamente la molécula de ADN. /131516,17,31.33,384547,4854,101)

Estas tres fases tienen lugar en la misma ampolla y constituyen un ciclo completo de PCR,
que se realiza en menos de dos minutos. Tedricamente, el ciclo de PCR se puede repetir sin
limite, pero la polimerasa, los nucledtidos y los cebadores suelen renovarse al cabo de unos

30 ciclos. Estos 30 ciclos, que duran menos de tres horas, bastan para producir mil millones
de COpiaS de ADN (7,13,15,16,17,31,33,38,45,47,48,54,101)

En las versiones modernas de la PCR se utiliza una polimerasa termoestable llamada Taq
que se fabrica ahora con bacterias modificadas genéticamente, (/:1315/16:17,31,33,38,45,47,48,54,101)

Como la polimerasa Tag no resulta destruida por las elevadas temperaturas a las que
transcurre la PCR, basta con anadirla una vez, al principio de la reaccion. ¢.13:151617,313338 45474854100

El uso de la PCR exige mucho cuidado. Lo mas importante es evitar la contaminacion de la
mezcla reactiva. Es tan sensible, que permite multiplicar accidentalmente cantidades minimas
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de DNA contaminante. Se utilizan procedimientos especiales para evitar la contaminacion.
(7,13,15,16,17,31,33,38,45,47,48,54,101)

lad Polimerizacion ADH duplicado
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FIGURA 36: Esquema de la Reaccion en cadena de la polimerasa.

e SOUTHERN BLOT:

La Hibridacion del ADN por una sonda de ADN se llama técnica de Southern Blot. Las
sondas génicas permiten encontrar un determinado trozo de ADN de unas pocas bases pares
en una cadena de 6 x 10° bases pares. Es decir, logra el suefio "encontrar una aguja en un

pajar" y ello lo consigue gracias al marcaje con P32, que actla como si hubiera un iman para
encontrar la aguja (7,13,15,16,17,31,33,38,45,47,48,54,101)

Se llama sonda o "probe" de ADN o ARN a un fragmento de cadena simple de ADN o ARN
de varios cientos o miles de nucledtidos de longitud, que permite poner de manifiesto la
presencia de una secuencia complementaria en una muestra bioldgica. Para ello es preciso
marcar la sonda con técnicas radioactivas, como el fosforo 32, para facilitar su
reconocimiento cuando se expone a un film de RX. (7/13:1516,17,31,33,38,45,47,48,54,101)

Para poder realizar este reconocimiento se utiliza la técnica de hibridacidén, que consiste
en desnaturalizar el ADN de doble cadena extraido del tejido deseado, mediante calor o
soluciones hipotonicas, obteniendo una cadena simple, que bajo ciertas condiciones puede
volver a unirse con la cadena complementaria, pero no con otros fragmentos de ADN que
tengan una diferente secuencia de nucledtidos. (713:15:16:17,31,33,38,45,47,48,54,101)
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Dable cadena de ADN
. T ™ T N
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AG TBAC GTAC .-n-::al;
Desnaturalizacidn por calor o NaOH
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4 CT T G G Cadena simple de ADN
A ol ]9 ATl i
- e Sonda génica
Al A TLNG (marcada con
T a T A o p22 o biotina).

Se visualiza gracias

al marcador

FIGURA 37: Esquema de la técnica Southern Blot.

Si al desnaturalizar el ADN problema lo colocamos frente a una sonda especifica de ADN,
sera capaz de reconocer la secuencia deseada al unirse a ella, formando de nuevo la doble
cadena. La sintesis de los oligonucledtidos que forman la sonda génica se realiza ahora en el
laboratorio mediante un equipo automatico que puede sintetizar mas de 100 polimeros de
nucledtidos en el orden deseado. Esto permite construir sondas de gran pureza, capaces de
detectar donde se encuentra un gen, gracias a la localizacion de la cadena complementaria
del ADN (HlbrldaCIén) (7,13,15,16,17,31,33,38,45,47,48,54,101)

DESNATURALIZACION

Fragmentos de DNA
de doble cadena cortados
con enzima de restriccidn

Fragmentos de ADN
Sonda de cadena génica
marcada

5 HIBRIDACION

FIGURA 38: Hibridacion de los acidos nucleicos.
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e SLOT BLOT:
Un analisis de DNA por dot blot o slot blot es similar en principio a un Southern blot, en
que el DNA inmovilizado en un soporte soélido es hibridado con una sonda complementaria.

Sin embargo, el DNA no es digerido ni sometido a electroforesis a través de un gel.
(7,13,15,16,17,31,33,38,45,47,48,54,101)

e HIBRIDACION INSITU:

Es uno de los métodos mas directos de "mapear" un gen, dado que se logra mediante
una sefial visual directa, al conseguir la hibridacion de una secuencia de ADN clonado en un
cromosoma en metafase, extendido en una laminilla de microscopio. La sonda génica es
detectada por radioactividad, si se usa tritio como marcador radioactivo, o lo que es mas
comun actualmente mediante técnica de fluorescencia con biotina (FISH: fluorescence in situ
hybridization). Esta técnica permite a menudo la localizacién de una secuencia especifica de
ADN en una banda cromosdmica si bien es obvio que las enfermedades humanas no pueden
ser "mapeadas" por este método a menos que el gen causal halla sido ya identificado. La
técnica de hibridacién in situ, no son cuantitativas. Un avance en la cuantificacion ha sido el
"image analysis", mediante microscopios computarizados que permiten el analisis celular. En
una de las dos pantallas se ve el campo microscopico y se puede escoger la célula a estudiar,
y mediante la otra pantalla y digitalizacién de imagenes, se consigue determinar la presencia
0 ausencia de productos bioldgicos en la célula escogida, (/1315:16:17,31,33,38,45,47,48,54,101)

Célula infectada por
wirus DMA (corte tisular)

e b b
| |
J\l = TCGCGTAGC
ey Sonda de DNA marcada con biotina
[—"—“—"—I Desnaturalizacion del DNA

=, =2 Peroxidasa del
= rabano picante

FIGURA 39: Andlisis de células infectadas por virus mediante sonda de DNA. Las células infectadas se pueden
localizar en secreciones tisulares preparadas histoldgicamente, utilizando sondas de DNA tan pequefias como
nueve nucledtidos o plasmidos bacterianos que contengan el gen virico. Se afade a la muestra una sonda de
DNA marcada. En este caso la sonda de DNA esta marcada con timidina modificada con biotina pero también se
puede usar la radioactividad. La muestra se calienta para desnaturalizar el DNA, y se enfria para permitir
la hibridacion de la sonda con la secuencia complementaria. Se afiade avidina marcada con enzima
para que se una a la biotina en la sonda. La adicién del sustrato apropiado coloreara
los nlcleos de las células infectadas por el virus. ¢
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e NORTHERN BLOT:

Con esta técnica se estudia el tamafio y la cantidad de ARN mensajero de un gen
especifico en una muestra de ARN total. A diferencia de ADN, el ARN no es cortado por las
enzimas de restriccion. La diferenciacién entre los ARN de los distintos genes, se establece
por la diferente longitud que tienen los segmentos de transcripcidn de cada gen. Por este
principio, los diferentes ARNm de una muestra de tejido se separaran en un gel de agarosa

de acuerdo a su tamafo y posteriormente se transfieren a un filtro de nylon o nitrocelulosa.
(7,13,15,16,17,31,33,38,45,47,48,54,101)

Siguiendo el mismo principio que en la técnica de Southern, el filtro se incuba con una
sonda marcada, la que se une a la ARN de interés. Posteriormente el filtro se expone a una
placa de Rx que revelara la ubicacion y abundancia del ARN de estudio. La posibilidad de
detectar la cantidad de ARN presente en la muestra de tejido en estudio aportara informacion
sobre la expresidn del gen en estudio (nUmero de copias del mismo). 7:13:1516:17,31,33,38,45,47,48,54,101)

- - FIGURA 40: Northern Blot; Muestra el
ARNm de la b-actina en diferentes tejidos.

e CAPTURA DE HIBRIDOS:

La captura de hibridos es una prueba de DNA no radiactiva similar a un inmunoanadlisis, el
cual provee resultados cuantitativos. (7/13:15:16:17,31,33,38,45,47,48,54,101)

o RFLP (RESTRICTION FRAGMENTS LENGTH POLYMORPHYSM):

Deteccidn de fragmentos de DNA de distinto peso molecular (por digestién con la misma
enzima de restriccidn) en diferentes organismos, es necesario utilizar sondas especificas para
visualizar solo ciertos fragmentos mediante la técnica de Southern Blot. Las sondas de DNA
para esta técnica suelen corresponder a genes previamente conocidos, aunque a veces se
usan DNA preparados a partir de amplificaciones inespecificas; el resultado es muy preciso.
Cuando se emplea la PCR en lugar de sondas radiactivas para visualizar los polimorfismos, se
Ie den0m|na PCR-RFLP. (7,13,15,16,17,31,33,38,45,47,48,54,101)
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F) METODOS CUANTITATIVOS
Se basan en considerar a los virus con diferentes propiedades.

e METODOS FISICOQUIMICOS

Se basan en detectar a los virus al microscopio electrénico, como cuerpos fisicos que son,
o bien, se basan en una propiedad quimica que tienen algunos de estos, que es la capacidad
de aglutinar glébulos rojos (Ensayos de hemoaglutinacién). //131516:17,31,33,38,45,47,48,54,101)

A ) Observacioén de virus al microscopio electrénico:

Se pueden aplicar numerosas técnicas de microscopia electronica para observar virus.
Pero en los analisis de rutina, para detectar y cuantificar virus solo se emplean los métodos

mas sencillos. Los mas complejos ( Inclusidn en resinas, cortes), solo se usan en
investigacién (7,13,15,16,17,31,33,38,45,47,48,54,101)

» Tincion Negativa: consiste en mezclar una suspension donde suponemos que estan
los virus, con una sal densa de electrones, por ejemplo acetato de uracilo,
fosfotungstato potasico (acido fosfotungstico). Esta mezcla se deposita en una
rejilla de microscopia electrénica y se observa al microscopio electrénico de
transmisién. Con esta técnica, los virus no se tifien en realidad, sino que se tine el
medio. Esta es la técnica mas usada debido a que es la mas sencilla de realizar. *®

= Sombreado: consiste en depositar a los virus sobre una rejilla y hacer incidir sobre
la misma un metal, normalmente platino, con un cierto angulo, respecto a la rejilla.
El platino, cubre a los virus, pero queda en un lado una sombra de color claro (el
platino queda oscuro). Entonces al observar la rejilla, se veran los virus obscuros y

la sombra clara. Entonces se observa una imagen de aspecto tridimensional.
(7,13,15,16,17,31,33,38,45,47,48,54,101)

Mediante estas dos técnicas, se puede demostrar la presencia de virus en una muestra,
pero también se pueden contar, por un método que consiste en mezclar la soluciéon de virus
que se puede cuantificar, con una esferas de latex. La mezcla se somete a tincién negativa o
sombreado y se cuentan en el microscopio las particulas viricas y las esferas que se observan
en un campo de visidn, se anota y para conocer la concentracion de virus en la solucién se
aplica una formula:

# de particulas viricas y # de esferas de ltex. (7:131516:17,31,33,38,45,47,48,54,101)

Inconvenientes de los métodos fisicoquimicos.

» Mediante microscopia electrénica, se cuentan tanto virus con capacidad de infectar
células como virus que tengan algin defecto, y no puedan infectar células o incluso
capsides vacias.

= Mediante el ensayo de hemaglutinaciéon, también se pueden detectar virus que no
sean infectivos y ademas hay virus en los que las espiculas se sueltan del virus y se
pueden contar en la hemaglutinacion, (/:131>16:17,31,33,38,45,47,48,54,101)
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e METODOS DE FORMACION DE PLACAS

Se parte de muestras o diluciones de virus y de placas petri que contienen cultivos de
células animales; se elimina el medio liquido a continuacion se anaden los virus (Un indculo
de 0.1 6 0.2 ml de la solucién de virus sobre la placa), se deja un tiempo para que los virus
se unan a las células y después se afiade un medio solidificado (capa fina), de agar o
gelatina, se incuba durante un tiempo determinado para cada virus que puede ser de dias
hasta semanas, y se observa la aparicion de calvas, debido a que los virus infectan a las
células animales mas proximas, multiplicandose en ellas y al liberarse infectan a las células
vecinas, formando las placas. Algunas de estas placas no se pueden diferenciar directamente,
para observarlas hay que afadir una serie de colorantes de cultivo:

» Colorante rojo neutro: tife células vivas, por lo que las placas de lisis no se
colorean.

» Colorante Azul de Tripan: tifie células muertas y por lo tanto las placas aparecen
de color azul.

En el caso de virus tumorigenos se cuentas los grumos o cumulos de células que se
forman sin necesidad de tincién. (7:13/15:16:17:31,33,38,45,47,48,54,101)

3.4 NORMAS DE BIOSEGURIDAD Y CONTROL DE CALIDAD

Niveles de seguridad bioldgica en los laboratorios.

A pesar de que el desarrollo de tecnologias para la produccion de agentes bioldgicos esta
ampliamente descrita en la literatura cientifica, de que la naturaleza es una fuente inagotable
de obtencién, de que existen colecciones de microorganismos en las que se puede comprar
cualquiera de aquellos que estan disponibles en el catalogo con garantias de pureza y un
control de calidad exhaustivo, no es tan sencillo como se dice realizar la produccion de
agentes bioldgicos sin preparacién y unos medios adecuados.

Existe una terminologia referente al nivel de seguridad de los laboratorios bioldgicos en
los que se establecen las medidas de contencidn necesarias para evitar la llegada a la
naturaleza de agentes bioldgicos. Cuando se habla de contencién, se esta haciendo
referencia a los métodos o protocolos de utilizacién de materiales potencialmente infecciosos
en el laboratorio y su propodsito es reducir o eliminar la exposicion del personal o con el
ambiente exterior con estos agentes bioldgicos potencialmente peligrosos. Estos protocolos
incluyen desde el acondicionamiento de las instalaciones hasta la proteccién del personal. ¢”

Se han definido cuatro niveles de contencidon para agentes bioldgicos BSLs (BioSafety
Levels) que recogen los protocolos apropiados segun los trabajos a realizar y las rutas de
transmisién conocidas o sospechadas de los agentes bioldgicos y la funcion o actividad del
laboratorio. Las medidas de contencion no tienen ningun significado si no se siguen de forma
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terminante los protocolos. Cada laboratorio debe de desarrollar o adoptar su protocolo de
seguridad bioldgica. *”

Nivel 1. El disefio de la construccién y el equipo de seguridad son apropiados para
estudiantes, laboratorios de practicas y en general, para trabajar con agentes bioldgicos de
los que no se conoce que sean causantes de enfermedades en seres humanos sanos y
adultos. Un ejemplo serian Bacillus subtilis, Naegleria gruberi, entre otros. Hay que tener en
cuenta que muchos microorganismos que generalmente no producen enfermedades en
individuos sanos adultos, si pueden transformarse en patdgenos oportunistas cuando estan
siendo manipulados por personas inmunodeprimidas. El nivel 1 representa el nivel basico de
contencién donde la manipulacién de agentes bioldgicos no son peligrosos.?”)

Nivel 2. El disefo de la construccion y el equipo de seguridad responden a aplicaciones
clinicas y diagndsticas, también ensefianza, en las que se trabaja con agentes bioldgicos de
riesgo moderado que estan presentes en la zona, asociados a enfermedades humanas que
pueden variar en severidad. En general, los niveles de proteccion se centran en evitar
salpicaduras o produccion de aerosoles. Ejemplos son virus Hepatitis B, HIV, Salmonella y
Toxoplasma spp. Este nivel de contencion se suele aplicar en analisis relacionados con fluidos
corporales, tejidos o lineas celulares humanas. Los peligros potenciales del personal se
centran en exposiciones accidentales por cortes, exposicion a las mucosas o ingestién de
materiales infecciosos, por lo que se ha de tener una precaucion extrema con agujas
contaminadas o el contacto con instrumentos que pudieran estar contaminados. En este nivel
suelen manipularse agentes bioldgicos de los que se sabe o, por lo menos se cree, que no
son transmisibles via aerosoles, pero suelen utilizarse medidas de prevencion directa como el
uso de guantes, protectores de la cara y otros medios fisicos. (%)

Nivel 3. El disefio de la construccidon y el equipo de seguridad estad orientado al estudio
clinico, diagndstico, ensefianza e investigacion donde se trabaja con agentes bioldgicos
autdctonos o que no pertenecen a la zona, que tienen capacidad de transmision por la via
respiratoria y que pueden causar infecciones serias y potencialmente mortales. Ejemplos son
Mycobacterium tuberculosis y Coxiella burnetii. En este nivel se pone especial énfasis en
evitar la autoinoculacion, la ingestién o la exposicién a los aerosoles. También incluyen el
acceso controlado a la zona y unos requerimientos sobre el sistema de ventilacion que
minimicen la liberacidn de aerosoles infecciosos desde al laboratorio a otras zonas. "

Nivel 4. El diseio de la construccion y el equipo de seguridad estan pensados para el trabajo
con agentes bioldgicos muy peligrosos autdctonos o importados para su estudio que plantean
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un alto riesgo individual y que son transmitidos a través de aerosoles, no existiendo ningin
medio clinico para ser tratados. Ejemplos serian Ebola y otros virus que producen fiebre
hemorragicas. Una vez estudiados, pueden permanecer en este nivel o pasar a inferiores
segun los resultados obtenidos. El riesgo principal en este nivel se centra en respirar
aerosoles, exposicion a través de mucosas o heridas y la autoinoculacién. En el nivel 4 es
necesario el aislamiento completo del personal, el edificio ha de estar separado o en una
zona totalmente aislada, sistemas complejos de ventilacion y un control del sistema de
gestion de deshechos que impida la salida al medio ambiente de los agentes biolégicos. 7
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UNIDAD PROGRAMATICA IV

PATOGENESIS Y EPIDEMIOLOGIA

OBJETIVOS

1.Mencionar las caracteristicas de la patogénesis de
las infecciones virales.

2.Enunciar la importancia de los aspectos
inmunoldgicos de las infecciones virales.

3.Conocer la produccion y control de vacunas virales.

4.Aplicar los conocimientos de replicacion viral para
utilizar la terapia viral.
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4.1 PATOGENESIS DE LAS INFECCIONES VIRALES

Patogénesis: Mecanismo por el cual un organismo produce una enfermedad. En el caso de
los virus, concierne al mecanismo por el cual un virus produce danos en una determinada
poblacion celular, de un drgano diana, con el resultado de los signos y sintomas de
enfermedad en un anfitrién cualquiera. ¢*

Un virus resulta ser un parasito que vive dentro de las células de un organismo, en donde
obtiene el medio y los nutrimentos necesarios para su desarrollo (replicacién). En algunos
casos los virus no causan dafio al hospedero y establecen un equilibrio con ellos, asegurando
la supervivencia, esto ocurre por ejemplo en las infecciones latentes o subclinicas. **)

La infeccion viral estda determinada por la interaccion virus-hospedero y la respuesta
inmune del hospedero. **

La respuesta inmune limita a la infeccion por parte del virus y es también un factor basico
de la patogénesis. %

Esto se resume en lo siguiente:

La relacion entre un virus y su hospedero estd determinada tanto por las caracteristicas
del virus que favorecen su establecimiento y que dafan al hospedero , asi como los
mecanismos del hospedero que se oponen a estos procesos. 9

Las caracteristicas virales a las que se hace referencia anteriormente son:

» Infectividad: Es la capacidad que tiene un agente de producir una infeccion y esta se
define como el proceso por el cual el virus entra en relacién con el hospedero constando
de las siguientes etapas:

= Entrada del virus a los tejidos.
= Diseminacién en el hospedero.
= Excrecién y transmision a otro hospedero. *

» Patogenicidad: Capacidad que tienen los microorganismos de causar enfermedad o de
provocar lesiones progresivas. ¢

= Virulencia: Es un término que a menudo se confunde con el anterior, pero este se refiere

al grado de patogenicidad, es decir, se puede cuantificar y también se dice que los
microorganismos virulentos muestran patogenicidad cuando se encuentran en el
hospedero en pequenas cantidades o que presentan elementos o caracteristicas que los
hacen mas patdgenos. Esta depende de una variedad de factores del hospedero y virales,
entre los que podemos citar:

= La cantidad de viriones presentes en el indculo.

= La via de penetracidn de los mismos al organismo.

= La velocidad de multiplicacién de los viriones.

= La respuesta del hospedero, inmunoldgica o no inmunoldgica.

» La edad del huésped.
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= El estado nutricional y hormonal.

= El medio ambiente y “la raza”. *®

» Invasividad: Es la capacidad para entrar a los tejidos del hospedero. En el caso de los
virus a través de receptores, multiplicarse y diseminarse.

La enfermedad, signos y sintomas que se presenten son determinados por el tejido u
drgano que se infecte. *®

Un virus puede producir diferentes signos y sintomas en grado variable, desde el
imperceptible hasta el mas agudo. Asi como también un sintoma especifico puede ser
causado por varios virus que tienen afinidad comdn por un tejido.

Evaluacion de los virus como agentes etioldgicos
de enfermedad en la especie humana.

Finalmente, el concepto de la patogénesis viral no es completo sin una consideracion de
los fundamentos usados por los cientificos para evaluar los virus y otros agentes infecciosos,
como elementos etioldgicos potenciales de enfermedad. 7

Por mas de una centuria los investigadores se han basado en postulados desarrollados en
los afios 1880, por el microbidlogo aleman, Robert Koch, para decidir donde un particular
microbio causa una enfermedad determinada. ©”

Los postulados de Koch pueden resumirse asi:

1. El organismo debe encontrarse en todos los casos de una determinada enfermedad y
con las circunstancias debidas al curso clinico de la enfermedad y de cualquier
patologia asociada.

2. El organismo no debe encontrarse en ninguna otra enfermedad, ni como germen
casual ni como un parasito inofensivo.

3. Después de que el organismo es aislado del cuerpo y cultivado varias veces, el
organismo debe ser capaz de producir la misma enfermedad. ¢”

En los ultimos afios, se ha hecho evidente que los postulados de Koch no son los mejores
para aplicar en el estudio de la patogénesis viral. Por ejemplo, muchos virus pueden existir en
estado latente en un individuo sano, -violando el segundo postulado de Koch. Muchos otros
virus no crecen en cultivos puros 6 fallan en producir enfermedad en animales susceptibles,
(por lo que no pueden ser evaluados por su habilidad para producir enfermedad, después de
ser cultivados /n vitro). A la luz de estos hechos, David Relman y David Fredricks propusieron
algunas normas moleculares revisadas para establecer las causas de la enfermedad
microbiana. (J. NIH Res. 8:39-44, Oct. 1996). ©7
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Estas normas moleculares son:

1. Fortaleza de la asociacion: ¢Se ha detectado el virus en la mayoria (todos) de los
casos de la enfermedad?

2. Especificidad de la asociacion: ¢Se ha localizado el virus en los tejidos enfermos y
no en los tejidos sanos?, ¢La frecuencia de la infeccion viral esta reducida (bastante)
en individuos sanos?

3. Respuesta al tratamiento: ¢El nivel viral disminuye con la mejoria 6 con el

tratamiento efectivo?

Temporalidad: ¢La infeccidn viral precede y predice el comienzo de la enfermedad?

Plausibilidad: éLas propiedades bioldgicas conocidas del virus corresponden a las

caracteristicas de la enfermedad?

6. Gradiente bioldgico: ¢El nivel viral es mayor en los enfermos mas graves que en los
enfermos menos graves?, ¢El nivel viral es mayor en los tejidos enfermos que en los
tejidos sanos?

7. Consistencia: élos hallazgos son reproducibles en mudltiples laboratorios y por
mdltiples investigadores.? ¢7

vk

Esta normativa fue formulada, en parte para ayudar a evaluar de un modo critico, la
evidencia de un agente infeccioso recientemente descubierto, ahora conocido como el
Herpesvirus humano 8 (KSHV), el cual puede estar asociado con el sarcoma de Kaposi y
tumores de células B en humanos (principalmente en personas con SIDA). El mismo criterio
puede ser aplicado de modo estricto al HIV y su papel en el SIDA. ¢”

a) VIAS DE ENTRADA
Dentro de la vias de entrada de los virus al organismo debemos citar:
= TRACTO RESPIRATORIO

El contagio se da por contacto directo con un sujeto infectado, por ejemplo por inhalacién.
Es importante recordar aqui los mecanismos de defensa que juegan un rol importante en la
detencion de la infeccidn:

» La capa mucociliar cumple un papel protector que se ve disminuido por el
frio, el tabaco, la polucién ambiental y por ciertos virus que tienen afinidad
por el epitelio respiratorio (sarampion e influenza).

» Los macrofagos de los alvéolos pulmonares.
» La IgA secretora.

= Las células secretoras de mucus ayudadas por el epitelio ciliado limpian las
vias respiratorias del material extrafio a través de su continuo movimiento
hacia el exterior del tracto respiratorio. Tanto mecanismos de inmunidad
humoral como celular actian para proteger al huésped de las infecciones
virales.
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Los virus responsables de las enfermedades respiratorias producen alteracion o necrosis
del epitelio, permanecen localizados en el tracto respiratorio (rinovirus, adenovirus,
influenzavirus, parainfluenzavirus, virus respiratorio sincinal). Por el contrario, otros virus
penetran por esta via, dan sintomatologia clinica local en mayor o menor grado (virus de la
viruela, varicela, sarampidn, paperas, rubéola) pero las manifestaciones clinicas mas
relevantes se producen en otros érganos blanco del organismo. Estas son las infecciones
generalizadas a punto de partida respiratorio.

= TRACTO DIGESTIVO

La transmision se realiza por ingestion de agua, alimentos y objetos contaminados
(fomites).

Para iniciar una infeccién a través del tracto digestivo un virus debe tener las siguientes
propiedades:

» Estabilidad al acido.

= Resistencia a la pérdida de infectividad en presencia de sales biliares.

= Resistencia a la inactivacion por enzimas proteoliticas. (56)

La mayor parte de los virus envueltos son destruidos por el pH acido del estémago y de
las sales biliares antes de llegar al intestino delgado. Solo virus resistentes pueden infectar las

células del tracto intestinal, que es su sitio de multiplicacién primario. Los anticuerpos IgA
secretorios locales son un medio de defensa importante para el intestino. ©®

Algunas infecciones permanecen localizadas en el intestino (gastroenteritis o rotavirus o
agente de Norwalk); otros virus luego de multiplicarse en las células intestinales se diseminan
a partir del foco intestinal dando una infeccion generalizada, como por ejemplo el
Enterovirus. La mucosa orofaringea puede ser una puerta de entrada para ciertos virus como
Herpes simplex y algunos Coxackievirus. ©®

= PIEL

Cuando no esta alterada es una barrera infranqueable para los virus. Sin embargo una
lesion minima puede ser la puerta de entrada. Algunos virus no se transmiten mas que a
través de la piel y producen infecciones localizadas en el tejido cutaneo, como los virus de las
verrugas humanas (Papovaviridae) o el virus del Molluscum contagiosum (Poxviridae). Otros
virus penetran directamente en los tejidos subcutaneos y luego se diseminan dando
enfermedades generalizadas. ©®

La barrera cutanea se puede sobrepasar por una picadura de un artropodo (Arbovirus) o
por la inoculacion accidental (agujas cortantes) o terapéutica (transfusiones), también puede
sobrepasarse en el caso de mordedura de animales (rabia). ©®
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= CONJUNTIVA

Los virus depositados mecanicamente en los ojos por los pafuelos, los dedos, las
servilletas, pueden ser eliminados por las lagrimas, pero en un cierto nimero de casos la
conjuntiva es infectada. ©®

Los Adenovirus tipo 8 son transmitidos por los instrumentos de oftalmologia, o en las
piscinas; el virus Herpes simplex tipo 1, el virus de la viruela vacuna, el Enterovirus 70, dan
también patologia ocular. Las conjuntivas del recién nacido son muy sensibles al virus Herpes
simplex que puede estar presente en las vias genitales de las madres. ©®

= TRACTO GENITAL

Las infecciones del tracto genital permanecen en general localizadas (Herpes simplex tipo
2, Papilomavirus genital). Algunos otros virus pueden ser transmitidos por otras vias ademas
de la sexual (CMV, VHB, HIV). ®

= INFECCION FETAL (VERTICAL)
Esta infeccion implica modos de transmision particulares.

Los agentes virales que causan infeccion del feto o del recién nacido pueden ser
agrupadas en relacidn con el momento del embarazo en que se produce la transmisién. 2

» Transmision transplacentaria: estos son virus que producen viremias o infectan
células circulantes, mecanismo por el cual llegan hasta la placenta. El virus
atraviesa la placenta mediante la infeccion de las células coridnicas o por
microinfartos que alteran su permeabilidad. La indemnidad estructural de la
placeta y una inmunidad adecuada son factores importantes para evitar la
transmision al feto. ( CMV, VIH, Herpes simplex, Varicela zoster, parotiditis,
viruela, vaccinia, VHB, parvovirus B19 y enterovirus). Estas producen las
infecciones llamadas congénitas y algunas de sus consecuencias son el aborto,
maIforma(gjignes congénitas, signos de fetopatia o ausencia total de signos clinicos
al nacer.

* Transmision durante el parto: VHS, VHB, CMV, VIH, enterovirus, papilomavirus,
varicela zoster.

* Transmision durante la lactancia materna: CMV, VHB, VIH.
» Transmisién por transfusion: VHB, VHC, VIH, CMV.

= Transmisidbn nosocomial: rotavirus enterovirus, influenza, virus respiratorio
sincinal. Estos virus son los causantes de las infecciones perinatales.
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Existen algunos factores que influyen en la entrada de los virus al un organismo:

Las barreras inespecificas y especificas del hospedero < pH, presencia de células
ciliadas y mucosas, capas de la piel, flora normal bacteriana, macroéfagos, etc.

Fuente de procedencia del virus - Aerosoles, polvo, agua, objetos contaminados,
animal o vector.

Factores ambientales - Desecacidon, humedad, temperatura, pH, presencia de
desinfectantes.

Susceptibilidad de células que seran infectadas por los virus.

Estabilidad del virus.

VIAS DE ENTRADA DE LOS VIRUS MAS SIGNIFICATIVOS
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FIGURA 41: Vias de entrada de los virus humanos mas importantes.
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b) PERIODO DE INCUBACION

Es el periodo entre la exposicion (contagio) y los primeros signos clinicos. Este periodo
depende del tipo de enfermedad y del virus al cual se tuvo la exposicion:

» Enfermedades localizadas: periodo corto de 1 a 5 dias. Infecciones respiratorias y los
Aerovirus (producen enfermedad diseminada con periodo corto de incubacion).

» Enfermedades diseminadas: periodo largo de 10 a 20 dias, debido a que el virus
necesita diseminarse por el organismo para encontrar a su érgano blanco. Virus del
sarampiodn, varicela, rubéola, etc. y verrugas (localizadas con periodo largo de
incubacion).

Es importante la duracién de los periodos de incubacidon porque orienta al médico sobre la
posible etiologia frente a un caso clinico. ¥

INCUBACION MEDIA DE ALGUNAS
INFECCIONES VIRALES.
Periodo de
Incubacién medio
Virus o Enf. de la enfermedad
(en dias)
Gripe 1-3
Herpes simple 5-8
Enterovirus 6-12
Sarampion 9-14
Viruela 12-14
Paperas 14-21
Rubéola 17 -20
Hepatitis A 15-40
Virus Epstein Barr 30-40
Hepatitis B 50 -150
Rabia 30-100
Influenza 1-2
Rhinovirus 1-2
Bronquiolitis, croup 3-5
Adenovirus respiratorio 4-7
Dengue 5-8
Poliomielitis 5-20
Varicela 13-17
Parotiditis 16 — 20
Mononucleosis 30-50
Verrugas 50 -150
VIH 1 — 15 afnos o mas
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c) DISEMINACION DE LOS VIRUS EN EL ORGANISMO HOSPEDERO
INTRODUCCION

Luego de su multiplicacién en las células de la puerta de entrada o en los tejido préximos,
los virus penetran en los ganglios linfoides y pasan al torrente sanguineo para ocasionar
viremia, de corta duracidon en general, que les va a permitir infectar a los drganos blanco. Si
la viremia es prolongada, las transfusiones de sangre pueden constituirse en un excelente
medio de transmision del virus (VHB, VEB, CMV). En algunos casos los virus se diseminan a
los érganos blanco por las fibras nerviosas (rabia, encefalitis herpética en ciertos casos). ©®

VIREMIA PRIMARIA

Fase que abarca desde la penetracion del virus al organismo y se inicia la diseminacion
produciéndose la primera replicaciéon en los ganglios linfaticos regionales, hasta que entran a
circulacion sanguinea desde estos. °°)

SEGUNDA REPLICACION

Se lleva a cabo cuando el torrente sanguineo lleva a los virus a diferentes 6rganos blanco,
dependiendo del tropismo que los virus presentan por un tejido. ©®

VIREMIA SECUNDARIA

Después de la infeccién primaria el virus puede dirigirse hacia otras zonas, los sistemas
involucrados en dicho movimiento viral son:

» Reticulo endotelial.
= Linfatico.
= Sanguineo.

La gran mayoria de las infecciones sistémicas son la consecuencia del transporte del virus
en la sangre, mejor conocida como viremia y aqui ocurre la viremia secundaria.

Por ultimo el virus se transporta a los drganos finales de ataque.

El cuadro general de dispersidn sistémica de los virus puede variar de acuerdo a varios
factores como:

= Tipo de virus, o cepa viral.

= Tropismo o afinidad del virus por los tejidos del hospedero. (algunos posibles son la
piel, glandulas salivales, sistema nerviosos central, higado, intestino, faringe).

» Estado inmunoldgico y fisioldgico del hospedero.
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= Cantidad de virus que pudo introducirse en la infeccion.

La localizacion de un virus en otro sitio depende de las capacidades del mismo para
permanecer libre en sangre o asociado a células de algin érgano por el cual tenga afinidad.

Los virus que se encuentran libres pueden atravesar la barrera endotelial de los vasos e ir
a otros tejidos y los que se encuentran asociados a otras células se diseminan por interaccion
célula — célula.

Un punto de interés resultan las células del sistema inmune que se encuentran infectadas,
como los macréfagos, que circulan hasta zonas pobladas de los mismos o algunos linfocitos
que pueden migrar hasta nddulos linfaticos y al bazo.

La mayoria de los padecimientos virales se autolimitan, sustituyendo la falta de una
terapia efectiva. La replicacion viral puede ser asintomatica y puede también ser fuente de
viremia o liberarse al medio ambiente en forma de secreciones o excreciones corporales. *°
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FIGURA 42: Esquema general de la diseminacién viral en el humano.
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COMPROMISO DE TEJIDOS BLANCO LUEGO DE LA DISEMINACION

La Piel
La piel es uno de los blancos mas frecuentes de los virus. Las manifestaciones cutaneas
estan presentes en un gran numero de infecciones virales agudas, por toque directo del virus
o por intervencion de complejos inmunes. Las enfermedades eruptivas son siempre
enfermedades generalizadas. ©*®
= Erupciones maculo-papulomatosas: Los viriones desde la sangre invaden los endotelios
de los capilares y vénulas de la dermis y provocan una dilatacion local de los vasos
(maculas); si hay ademas un edema e infiltracion celular de la regién se trata de una
papula. Las pueden dar infecciones con los virus del sarampidn, de la rubéola, algunos
Echovirus, Coxsackievirus, Adenovirus y el Parvovirus B19. (56)

= Erupciones vesiculares: Si la infeccion viral afecta la epidermis y conduce a un exudado
con células mononucleares, aparece una vesicula, que es una fuente de diseminacion
de viriones por ruptura de la misma.

Podemos citar como ejemplos al herpes, varicela-zoster y erupciones causadas por varios
Coxsackievirus. Las vesiculas pueden evolucionar a pustulas que pueden secarse y dejar una
costra: erupcidon vesiculo-pustulosa. Ejemplos: viruela, vacuna. Las erupciones no se
producen sélo a nivel de la piel (exantema) sino también sobre las mucosas (enantema),
lugar donde las vesiculas se rompen con mucha facilidad. ©®

Sistema Nervioso Central

La diseminacién de los virus hasta los drganos blanco se realiza la mayor parte de las
veces por via hematdgena: Enterovirus, virus de las paperas; en el feto: el virus de la rubéola
y el Citomegalovirus. Los virus pueden lesionar las meninges (meningitis), el cerebro
(encefalitis), el cerebelo (cerebelitis), la médula espinal (mielitis). El virus rabico llega al
sistema nervioso central por diseminacién a lo largo de los filetes nerviosos; el HIV lo hace
probablemente a través de los macréfagos. Los virus destruyen preferencialmente ciertas
células: los Poliovirus tienen preferencia por las células del cuerno anterior de la médula
(motoneurona anterior), los Arbovirus afectan las células encefalicas y el virus del Herpes
simplex puede afectar a todas las células del sistema nervioso. *®

Higado

El higado es un blanco relevante para los viriones circulantes. En general, éstos son
fagocitados y destruidos alli, pero algunos se multiplican e invaden el parénquima hepatico:
virus de la hepatitis A y B, virus no A no B, virus de la fiebre amarilla, ciertos Poxvirus, y
también el virus del Herpes simplex y el Citomegalovirus. ©®

Tejido Hematopoyético
Es un blanco importante para Citomegalovirus (leucocitos), virus de Epstein-Barr
(linfocitos B), HIV (linfocitos T4, macréfagos) y HTLV1 (linfocitos T).
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Diversos

Las glandulas salivales son infectadas por el virus de las paperas (virus Urleano), por el
virus Herpes simplex y el Citomegalovirus. El musculo estriado es infectado por los virus
influenza y por ciertos Arbovirus. El corazon puede ser infectado por virus Coxsackie B. ©®

ORGANOS BLANCO DE LOS VIRUS MAS SIGNIFICATIVOS
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FIGURA 43: Organos blanco de los virus mas significativos.

d) EXCRECION VIRAL

La excrecion se realiza por:
A: TRACTO RESPIRATORIO
A través de la tos o del estornudo (sarampion, gripe, resfrio, viruela). ©®

B: LA SALIVA

Los virus que infectan las glandulas salivales pueden ser excretados y transmitidos por la
saliva; en los nifios, por los dedos y los objetos recubiertos de saliva (virus de las paperas), y
en los adolescentes y adultos jovenes también por el beso (VEB). El virus de la rabia se
transmite por la saliva de los animales infectados. ©®
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C: LA PIEL

= Cuando hay una erupcion vesicular (viruela, herpes, varicela) se eliminan virus al
exterior a través de costras. %

= Se pueden liberar al exterior a partir de verrugas cuando hay una lesién por abrasion.
(56)

D: TRACTO INTESTINAL

Todos los virus que infectan las células intestinales se eliminan por las materias fecales y
contaminan el agua y los alimentos (enterovirus, VHA, rotavirus). ©®

E: ORINA

Es una forma importante de excrecidn viral hacia el medio ambiente en el caso del virus
de las paperas, del sarampion, de la rubéola, CMV y los arenavirus. (56)

F: ESPERMA
Por él se excretan los virus como el VHB, CMV y el VIH. ¢®

G: LECHE MATERNA
Transmite el CMV, el virus de las paperas (virus Urleano) y ciertos retrovirus humanos. ©®
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FIGURA 44: A- Fases de la infeccidn virica: el virus es liberado desde un individuo, adquirido por otro, se
multiplica e inicia una infeccidn primaria en el sitio de contagio. Dependiendo del virus, puede diseminarse a
otros sitios corporales hasta alcanzar por Ultimo el tejido diana caracteristico de la enfermedad. El ciclo se
contintia con la liberacién de nuevos virus. El grosor de la flecha indica amplificacion del indculo original
mediante multiplicacion. Las cajas indican un foco o causa de sintomas. B- Curso cronoldgico de la infeccion
virica: el curso de los sintomas y la respuesta inmune guardan relacion con la fase de la infeccion y con que el
virus produzca sintomas en el lugar primario o solo tras diseminacién a otro foco (foco secundario). “®
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e) TIPOS DE INFECCIONES VIRALES

INTRODUCCION

La infeccion virica de una célula puede conducir a tres resultados: infeccion fracasada,
muerte celular o multiplicacién virica sin muerte celular. Las infecciones persistentes pueden
se cronicas, latentes-recurrentes y transformadoras. La naturaleza de la infeccion esta
determinada por las caracteristicas tanto del virus como de las células. Una célula no
permisiva no permitira la replicacion de un tipo o cepa particular de virus. Los mutantes
viricos que causan infecciones abortivas, no se multiplican y, por tanto, desaparecen. Una
célula permisiva proporciona la maquinaria biosintética necesaria para permitir el ciclo
replicativo completo del virus. Una célula semipermisiva puede ser muy ineficaz o permitir
algunas, pero no todas las fases de la replicacién virica. *¥

La replicacién del virus puede iniciar cambios en las células que conducen a histolisis, o
alteraciones en el aspecto, en las propiedades funcionales o en las caracteristicas antigénicas
de las células. Los efectos sobre la célula se pueden deber a la utilizacion por parte del virus
de la maquinaria para sintesis de macromoléculas, a la acumulacién de proteinas o particulas
viricas, o a modificacion de estructuras celulares, como la incorporaciéon de glucoproteinas en
las membranas. *)

Tipo de infeccion Produccion de virus | Destino de la célula
ABORTIVA x No efecto
CITOLITICA v Muerte

PERSISTENTE:

» Productiva v Senescencia

= Latente x No efecto

= Transformadora:

e Virus DNA x Inmortalizacion

e Virus RNA v Inmortalizacién

Tabla 16: Tipos de infeccion viral relacionadas con la produccion viral correspondiente
y el efecto que provocan en la célula. ®®
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1. INFECCION ABORTIVA: Como su nombre lo indica, la infeccidn no logra concretarse. %

2. INFECCION CITOLITICA: La replicacidon del virus es muchas veces incompatible con las
funciones esenciales y la viabilidad de la célula. Algunos virus evitan la sintesis de
macromoléculas celulares o producen enzimas degradativas y proteinas toxicas. Esto
impide las funciones de crecimiento y reparacién conduciendo a la muerte celular.

Tabla 17: Mecanismos gue provocan la lisis celular en una infeccion citolitica:

Mecanismo Virus humanos importantes

Inhibicién de la sintesis de proteinas celulares. Virus representativos.
Inhibicion y degradacion del DNA celular. Poliovirus, VHS, togavirus, poxvirus.
Alteracion de la estructura de la membrana Herpesvirus.
celular:

e Insercién de glucoproteinas Todos los virus con envoltura.

e Formacidn de sincitios VHS, V VZ, paramixovirus, VIH.

¢ Alteracion del citoesqueleto. Virus desnudos, VHS.

e Cambios de la permeabilidad Togavirus, herpesvirus.

Cuerpos de inclusion:

e Cuerpos de Negri. (Intracitoplasmaticos) Rabia.
e Qjo de lechuza. (Intranucleares) CMV.
e Tipo A de Cowdry. (Intranucleares) VHS, sarampion.
e Basofilos intranucleares. Adenovirus.
¢ Aciddfilos intracitoplasmicos. Poxvirus.
o Aciddfilos citoplasmicos Reovirus.
perinucleares.
Toxicidad de componentes del virién. Fibras del adenovirus.
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3. INFECCIONES PERSISTENTES

La desaparicion de los sintomas y de la enfermedad no siempre esta acompafiada de la
eliminacion del virus, sino que se prolonga con la persistencia del material gendmico viral de
alguna forma. Esto puede traer como consecuencia la recurrencia de la forma aguda de la
enfermedad o una enfermedad de progresion lenta que puede parecerse o no a las
condiciones originales.

El mecanismo preciso por el cual los virus persisten "in vivo” habitualmente no es bien
comprendido a nivel molecular. ¢®

Las enfermedades virales persistentes se dividieron tradicionalmente en dos categorias:
e Infecciones productiva (crénicas)

Los virus de la progenie se encuentran presentes y salen de la célula sin causar dafio
aparente, por exocitosis 0 gemacién a través de la membrana plasmatica, pudiendo se
recuperados por métodos bioldgicos convencionales. Por ejemplo las infecciones virales
persistentes con produccion continua del virus como en la hepatitis B. ¢°

e Infecciones latentes

Son infecciones persistentes en las cuales el genoma viral estd presente, pero las
particulas infecciosas no se producen mas que en periodos intermitentes de episodios de
reactivacion. Por ejemplo el herpesvirus. )

Es dificil dar una definicion de infeccion viral persistente latente o productiva. Los
términos no son absolutos y la persistencia comprende estadios de infeccién productiva y
latente. %

e Infecciones transformantes

Resulta @ menudo de la integracion de la totalidad o de parte del genoma viral al genoma
celular. ®®

La célula transformada adquiere caracteristicas morfoldgicas y bioldgicas nuevas:
» Crecimiento continuado sin senescencia.
= Alteraciones de la morfologia y el metabolismo celulares.
= Aumento de la tasa de crecimiento celular y del transporte de azlcares.
= Pérdida de inhibicion del crecimiento por contacto con otras células.

= Pérdida de la capacidad de crecimiento en suspension o en agar semisdlido.
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Los distintos virus oncogénicos tienen mecanismos diferentes para inmortalizar las células:

e Los virus inmortalizan las células favoreciendo o proporcionando genes
estimuladores del crecimiento.

e Mediante eliminacion de mecanismos de subescisién intrinsecos, que
normalmente limitan la sintesis del ADN y el crecimiento celular. 9

e Virus de ADN

La inmortalizacién en estos virus ocurre en células semipermisivas, que sélo expresan los
genes viricos precoces. La sintesis de ADN virico y la progresion hasta la fase tardia de

sintesis de ARNm y proteinas suelen causar muerte celular, lo que impide la inmortalizacion.
(29)

e Virus de ARN

Estos virus tienen diversos mecanismos para lograr una inmortalizacién exitosa, pero en
general no resulta suficiente para la oncogénesis y la formacién de un tumor. Las células
inmortalizadas experimentan mayor riego que las normales de acumular otras mutaciones o
reagrupaciones cromosémicas con el transcurso del tiempo, lo que favorece el desarrollo de
células tumorales. Es posible que las células inmortalizadas se muestren también mas
susceptibles a cofactores y promocionadores tumorales (ésteres de forbol y butirato), lo que
facilita la formacion de tumores. Aproximadamente el 15% de los canceres humanos pueden
ser relacionados con virus oncogénicos, como el VLTH-1, VHB, papilomavirus 16 y 18 y el
VEB. El VHS tipo 2 puede actuar como cofactor para el cancer cervical de las mujeres.

Hoemanas/cloquings.
Protoancagenes
pS3 Adtieiconks o bo komripcin
Reposs A Crecimionto

Resrowirus, vinss de
T hepcis 8  Epaboin-Bare

FIGURA 45: Mecanismos de transformacion/ inmortalizacion por los virus. El crecimiento celular esta controlado
por el equilibrio de activadores externos e internos (aceleradores) y depresores como la proteina p53 y el
producto del gen del retinoblastoma (RB) (frenos). Los virus oncogénicos alteran el equilibrio
al eliminar frenos o potenciar aceleradores. (40)
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Cuando un individuo es infectado por un virus se pueden dar a su vez los siguientes tipos
de infeccidn:

INFECCION AGUDA:
= Influenza. ®®
INFECCION PERSISTENTE:
» Crénica productiva: VIH, VHB.
= Latente con o sin reactivaciones: papiloma, herpes virus. (29)
INFECCIONES LOCALIZADAS:
= Papilomavirus.
» Influenza.
» Varicela zoster.
INFECCIONES GENERALIZADAS:
= VIH.
= Sarampion.
= VEB - infeccidn mononucledsica. 9
INFECCION PRIMARIA
= Se considera asi a aquella infeccién en la cual el hospedero toma contacto
con el agente viral por primera vez.
REINFECCION
» Se considera asi cuando un hospedero toma contacto con una cepa viral
diferente a la que contacté la primera vez. ¢

(29)

Infeccién aguda: |
resfriade comiin | |

Episodio de T

enfermedad
L =
S
o “ = et FIGURA 46: El esquema muestra la

enfermedad infeccion aguda y varios tipos de infeccion
persistente, ilustradas por las
Zost . .
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Infeccidn latente: e ) ! S
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4.2 RESPUESTA INMUNE ANTE LOS VIRUS

La curacidn de la infeccidn viral se obtiene por interacciones complejas entre las células
endoteliales, macréfagos e interferones, que intervienen muy rapidamente y ademas por los
linfocitos T citotéxicos.

La inmunidad (o proteccidn contra una reinfeccién por el mismo virus) parece estar dada
fundamentalmente por las defensas inmunoldgicas humorales. Los anticuerpos neutralizantes
(IgG e IgA) son eficaces contra los viriones extracelulares y se combinan con las proteinas de
la superficie de los virus. Ellos impiden la adsorcidn de los virus a las células. Se los encuentra
en el suero sanguineo y en la superficie de las mucosas (IgA secretora). ¢

Los anticuerpos circulantes protegen contra las infecciones generalizadas neutralizando
los virus durante su fase virémica (sarampidn, paperas, varicela, rubéola, poliomielitis,
viruela, fiebre amarilla); por el contrario, son los anticuerpos locales los que protegen al
individuo contra las infecciones a nivel de la puerta de entrada (gripe, resfrio, gastroenteritis,
poliomielitis). Todos estos anticuerpos juegan un rol capital en la prevencion de la infeccion.
La inmunidad contra el mismo tipo antigénico de un virus dura en general algunos afos, y
son las infecciones inaparentes las responsables de la inmunidad duradera. En ciertos casos,
la respuesta inmunoldgica es en parte responsable de la enfermedad viral. **

INMUNOPATOLOGIA
Desde un punto de vista practico es conveniente dividir la respuesta inmune en dos tipos:

e Respuesta inespecifica:

En los hospederos no inmunizados, antes de que los componentes especificos de la
respuesta inmune puedan ser detectados, existe un periodo de latencia de algunos dias
posteriores a la infeccion. Es particularmente durante este periodo que la respuesta
inespecifica a la infeccion se hace aparente y puede limitar la replicacacién viral.

La infeccion induce una respuesta inflamatoria en una variedad de células, tales como
neutrdfilos y monocitos, pero son primordialmente los leucocitos polimorfonucleares (LPMN)
los que se dirigen al sitio de la infeccion. La activacion de las células Natural Killer (NK)
también contribuye a disminuir los titulos virales elevados por intermedio de los interferones
alfa y beta.

Las células NK son linfocitos grandes granulares con una morfologia caracteristica. Se cree
que reconocen estructuras en las glicoproteinas de alto peso molecular que aparecen en la
superficie de las células infectadas por virus.

e Respuesta especifica:

Esta respuesta estd mediada por una variedad de células presentadoras de antigenos
(CPA), y por dos clases de linfocitos: linfocitos B o derivados de la médula désea y linfocitos T
o derivados del timo. La mayoria de las células presentadoras de antigenos procesan el
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antigeno de tal forma que pueda ser reconocido por las células T. Estas células presentadoras

de antigenos pueden hacerlo a los complejos de histocompatibilidad mayores de clase I y II.
(29)

= Complejo de histocompatibilidad mayor de clase II (MHC II)

Algunos de los péptidos producidos por la degradacion de los antigenos se asocian con
antigenos del MHC II. Este complejo es transportado hacia la membrana plasmatica, donde
es expresado y es especificamente reconocido por una célula T receptora. ?*

La célula presentadora de antigenos (CPA) también segrega algunas interleucinas (ILs)
que se unen a los receptores en las células T. Luego de esto las células se multiplican y se
diferencian, transformandose en T helper (Th) o T supresoras (Ts), cuyo papel es ayudar o
suprimir la activacion de las células T o B para que se transformen en células efectoras. Es asi
que la célula Th es una célula T del MHC II y puede luego diferenciarse para transformarse
en célula efectora (Td) que media las reacciones de hipersensibilidad de tipo retardado. De
estudios realizados en ratones hay evidencia de la existencia de dos tipos de células Th (Thl
y Th2) que segregan patrones diferentes de Iis.

= Complejo de histocompatibilidad mayor de clase I (MHC I)

Por el contrario, la particula viral infecciosa puede reconocer un receptor en la célula
presentadora de antigenos, puede penetrar en ella por endocitosis y replicarse produciendo
una infeccién abortiva o productiva. **)

Algunas proteinas virales que se sintetizan dentro de la célula son degradadas a péptidos
que se pueden asociar con antigenos de MHC 1. Luego de expresarse a nivel de la superficie
celular, estos péptidos pueden ser reconocidos por una célula T del MHC I. Esta célula T se
transforma en un efector (Tc) que posee actividad citolitica (lisis mediada por células). La
célula final de esta via tiene una vida media corta. %

La célula B inmunocompetente también puede presentar antigenos. Un epitopo es
especificamente reconocido por el receptor IgM de la célula. El complejo asi formado penetra
a la célula por endocitosis y es degradado dentro de la misma de una forma similar al proceso
que se lleva a cabo a nivel de los macrofagos. Aumenta la expresion de los antigenos MHC 11
en la célula, y el complejo péptido-MHC es transportado a la superficie celular. Al ser
reconocido por el receptor de una célula Th se produce liberacion de ILs, tales como IL4 e
IL6, que activan a las células B. Esto resulta en un proceso de diferenciacién por medio del
cual se forman células secretoras de IgG, IgA e IgE. En este caso también la célula final
diferenciada (la célula plasmética) tiene una vida media corta. **)

La memoria inmunoldgica comprende la generacién de un nimero aumentado (10 a 1000
veces) de células T o B con una especificidad de receptores similar a la de las células
precursoras. Existen marcadores superficiales que contribuyen a diferenciar las células
precursoras de las células memoria. **
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La respuesta especifica de anticuerpos puede estar presente durante muchos anos luego
de una Unica infeccidn viral y en ausencia de reexposiciones al mismo virus. Es sélo en las
infecciones virales en las que generalmente se encuentran anticuerpos contra péptidos y
carbohidratos. 9

Los nifios menores de 2 afios responden muy pobremente a los antigenos polisacaridos.
Generalmente son los anticuerpos contra secuencias peptidicas los mas protectores en las
infecciones virales. %

RESPUESTA INMUNE ANTE UNA INFECCION VIRAL AGUDA
= Infeccién primaria

En muchas infecciones los virus replican y la respuesta inmune primero controla y luego
detiene completamente la infeccién, de tal forma que los virus no persisten en la mayoria de
las personas. (90

Se han descrito cuatro estadios en esta respuesta inmune:
1: El virus reconoce un receptor celular, penetra en la célula y se replica alli. Las nuevas
progenies virales infectan otras células.

2: La respuesta inespecifica limita la extension de la replicacién viral.

3: Aparecen las células T reguladoras y las T efectoras antes de que la respuesta de
anticuerpos sea detectada. La respuesta IgM se produce antes que la respuesta IgG, IgA e
IgE.

La prevalencia de los diferentes isotipos depende de la via de infeccion y del patron de ILs
segregadas por las células Th.

4: Generacion de células memoria T y B.

Se piensa que la persistencia de los antigenos virales es la razon por la cual las células
secretoras de anticuerpos permanecen en el tiempo. Primero aparece la secrecién de IgM y
luego la de IgG e IgA. IgM e IgG se encuentran hasta 8 y 12 meses luego de la infeccion,
mientras que IgG se mantiene por mas tiempo. Las células Tc memoria alcanzan sus
maximos niveles a las 2 semanas y se mantienen elevadas de por vida, por lo menos asi se
demostrd en experiencias con ratones. %%

Los niveles maximos de células B memoria se producen mas tardiamente y luego
disminuyen con el tiempo.

» Infeccidn secundaria
La presencia de anticuerpos especificos de la primoinfeccion neutraliza muchas veces los

virus de una segunda infeccion.
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La respuesta inespecifica colabora para limitar la replicacion de los virus. La respuesta
especifica, humoral y mediada por células, se produce mas rapidamente que en la respuesta
primaria. La dimensidon de esta respuesta depende de la cantidad de virus no neutralizados.
Las células infectadas son destruidas por las células Tc, por la citotoxicidad a anticuerpos
mediada por células y por la lisis mediada por anticuerpos mas complemento. La infeccion es
en estos casos de corta duracion.(®%4%

INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS

La inmunidad mediada por células se relaciona con la eliminacion de las células infectadas
de los drganos donde el virus crece. Esto termina con la produccién de nuevos virus,
impidiendo la posterior difusién del proceso infeccioso.*%

Mientras que las inmunoglobulinas especificas antivirales son muy importantes para
neutralizar viriones libres y es por ello que juegan un papel central en la resistencia a la
reinfeccion, experimentos con transferencia de anticuerpos indican que los mecanismos
mediad?g9 E(gr las inmunoglobulinas son menos efectivos para eliminar al virus de los tejidos
sélidos. ‘"

La remocion de las células infectadas generalmente depende de linfocitos especificos para
el virus derivados del timo. (940
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FIGURA 47: Inmunidad antivirica especifica de antigeno. La respuesta inmune es iniciada por fagocitosis,
protedlisis y presentacion del antigeno en células de linaje macrofagico. Se activan células T facilitadoras
especificas de antigeno y de hipersensibilidad tipo tardio (HTT), con liberacion de linfocinas
que activan las células B y T citoliticas. “?
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4.3 TIPOS DE VACUNAS
INMUNIZACION

Técnica de medicina preventiva cuyo objetivo consiste en procurar resistencia inmune
frente a un organismo infeccioso. (*)

Con este fin, se inocula al individuo una forma del organismo patdgeno que no tiene
capacidad de producir la enfermedad, pero si de inducir la formacién de anticuerpos. *

Este proceso se denomina también vacunacion debido a que la primera técnica de
inmunizacién consistid en la administracion del virus de la vacuna para lograr la inmunidad
frente a la viruela llevado a cabo por el médico britanico Edward Jenner en 1796. En 1885 el
cientifico francés Louis Pasteur fue el primero en utilizar un virus atenuado, el de la rabia,
para lograr la inmunizacion frente a la infeccién natural. En 1897 se desarrollé en Inglaterra
una vacuna frente a la fiebre tifoidea. **

El preparado inmunizante se introduce en el organismo a través de la piel (inoculacién),
salvo algunas excepciones, como la vacuna oral de la polio tipo Sabin. La duracién del efecto
protector es muy variable, desde seis meses en el caso de la peste hasta diez anos para la
fiebre amarilla.

Para inmunizar a una poblacién hay dos estrategias diferentes de vacunacion:

e Vacunacion selectiva: solo a aquellos individuos con mayor probabilidad de
padecer la enfermedad (como se hizo en cierto modo, y con muy buenos resultados, en la
reciente campafia de erradicacién de la viruela). ¢*

e Vacunacidon en masa: cuando en una poblacion la probabilidad de que un
individuo con determinada enfermedad infecciosa se ponga en contacto con un individuo
susceptible (sin inmunidad frente a ese microorganismo) es muy pequefia, la transmision
de la enfermedad tiende a desaparecer. No es pues necesario vacunar a toda la poblacion,
pero para muchas enfermedades se deben alcanzar niveles de proteccion de al menos el
90% de sus miembros. %

Estas estrategias, u otras formas mixtas, son las mas empleadas en los paises
desarrollados. En el caso de la rubéola, por ejemplo, las autoridades sanitarias supervisan la
vacunacién de todos los escolares y de las mujeres en edad fértil.
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INMUNIZACION ACTIVA

Induccién de la produccién de anticuerpos inoculando una forma del organismo
infeccioso. Fundamento de las vacunas. ®® Puede ser:

= Natural = Infeccion subclinica.

= Artificial & Vacunacion.

INMUNIZACION INACTIVA

También llamada pasiva consiste en la administracién de un suero que ya contiene esos
anticuerpos porque se obtiene de una persona que ha padecido la enfermedad previamente.
La inmunizacién pasiva sélo se emplea en raras ocasiones, como en ciertos casos de
hepatitis.

= Natural - Madre a hijo.

= Atrtificial > Aplicando globulinas o interferones.

VACUNA:

Preparado de antigenos procedentes de microorganismos patdgenos, cuya finalidad es la
creacion de anticuerpos que reconozcan y ataquen a la infeccidn y, por lo tanto, produzcan la
inmunidad del organismo inoculado. Es decir es una preparacion antigénica especifica cuya
administracion provoca en el organismo la inmunizacion activa contra una enfermedad
determinada. ©®

El término vacuna procede del latin vacca, y Jenner denomind al proceso descrito
vacunacién. ©®

La vacuna suele consistir en dosis muy pequefas del propio agente , hay dos formas de
aplicarla:

e INACTIVA: microorganismos muertos de cepas virulentas por la exposicion al calor o a
agentes quimicos (como la primera vacuna de la polio, o la vacuna de la fiebre tifoidea) 6
con un toxoide que es la forma inactivada de la toxina producida por el microorganismo
(vacunas del tétanos y la difteria). 8

e ATENUADA: microorganismos vivos de cepas debilitadas en el laboratorio de manera que
no produzca la enfermedad (como la vacuna de la polio desarrollada por Albert Sabin, o
las vacunas del sarampidn y la fiebre amarilla). ©®
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Tabla 18. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LAS VACUNAS VIVAS E

INACTIVADAS®®

PROPIEDAD ATENUADAS (VIVAS) INACTIVADAS
Via de administracion. Natural (oral o respiratoria Inyeccion.
en ciertos casos) o inyeccion.
Dosis de virus; costo. Bajo. Alto.
Numero de dosis. Unica (puede ser Multiples.

aconsejable un refuerzo
después de 10 afos en los
casos de sarampion, rubéola
y fiebre amarilla).

Necesidad de adyuvante.

No.

Si (sin embargo no existen
adyuvantes satisfactorios
para uso humano).

Duracion de la inmunidad.

Muchos anos.

Generalmente menos.

Respuesta de anticuerpos. IgG, IgA. IgG.
Respuesta inmune mediada Buena. Pobre.
por células.

Labilidad al calor en los Si (el MgCl, y otros No.

tropicos. estabilizadores, la

refrigeracion vy el

almacenamiento en frio
ayudan a la conservacién).

Interferencia (con otros virus Ocasional. No.

o enfermedades).

Efectos secundarios.

Sintomas leves ocasionales

Irritacion ocasional en el

(especialmente rubéola y brazo.
sarampion).
Reversion a la virulencia. Rara. No.
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Cualquiera de las formas origina la enfermedad, por lo que provoca la creacion de
anticuerpos que permanecen en el organismo y lo protegen en el caso de futuros contagios.

(58)
Las técnicas de administracion depende del tipo de vacuna y son tres:
e Inoculacién, la mas comun.
e Ingestion.
e  Spray nasal.

Las vacunas son la forma mas eficaz de proteccidn frente a los virus y otros organismos
relacionados contra los que los antibiéticos no son eficaces. ©®

1ra generacion l:l>2da generacion u—m l | l>4la generacion u:l> Sta generacion
- . Tecnologia de Vacunas de DNA
Animales Huevos Cultivo celular :
DMA recombinante Nuevos
adyuvantes
Vacuna de la viruela Fiebre amarilla Polio (VPI y VPQ) Hepatitis B Vacunas
- S = mucosales
Rabia Influenza arampion acunas peptidicas
Paperas
Rubeola
s HIV?
Encefalitis transmitida por las
garrapatas
A
I
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FIGURA 48: Progreso cronoldgico de los diferentes tipos de vacunas. 2

En los paises occidentales se administran ciertas vacunas de acuerdo a :

VACUNA FORMA DE APLICACION | EDAD DE APLICACION

DIFTERIA 3 meses
TETANOS Aplicacion Simultanea 5 meses
TOSFERINA 7 meses
POLIOMIELITIS Aplicacién Unica 7 meses
PAROTIDITIS

15 meses
SARAMPION Aplicacion Simultanea

(vacuna triple virica)
RUBEOLA
HAEMOPHILUS TIPO B | Cada vez mas comun -

Tabla 19: Calendario oficial de vacunacion en México. ©®
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VIRUS TIPO DE VACUNA VIADE ORIGEN
ADMINISTRACION
Virus vivo atenuado (Sabin) Oral cC
Poliomielitis
Virus muerto (Salk) Subcutanea CC
Sarampidn Virus vivo atenuado Subcutanea CC/EP
Paperas Virus vivo atenuado Subcutanea CC/EP
Rubéola Virus vivo atenuado Subcutanea CC/EP

Tabla 20: Vias de administracion y origen (generacién), de las vacunas tradicionales.

CC (Cultivo celular, 32 generacion), EP (embrién de pollo, 22 generacion).

Vacunas ocasionales

(58)

VIRUS TIPO DE VACUNA VIADE ORIGEN
ADMINISTRACION
Viruela Virus vivo vaccinia Intradérmica LINFA
Fiebre amarilla Virus vivo atenuado Subcutanea CC/EP
Hepatitis B Subunidad Subcutanea DNAc
Influenza Virus muerto Subcutanea EP
Rabia Virus muerto Subcutanea CC/EP
Adenovirus Virus vivo atenuado Oral con capa entérica. CC
Enc. Japonesa Virus muerto Subcutanea AL
E.E.V. Virus vivo atenuado Subcutanea CC
E.E.O. Virus muerto Subcutanea CP de EP
E.E. Virus muerto Subcutanea CP de EP
Enc. Rusa Virus muerto Subcutanea AL
Varicela Zoster Virus vivo atenuado Subcutanea CC
Hepatitis A Virus vivo atenuado Subcutanea CC

Tabla 21: Vacunas de aplicacion ocasional, indicandose su via de administracion, origen y generacion.

CC (Cultivo Célular, 3@ generacién), EP (Embrion de pollo, 22 generacion) y
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Vacunas experimentales ©®

= CMV.

= Dengue.

= Rotavirus.

» Parainfluenza.
= VHC.

= VIH.

= VPH.

Problemas relacionados con las vacunas ©®:
» Las vacunas vivas pueden revertir en ocasiones a formas virulentas.

* La interferencia de otros micoorganismos puede prevenir la infeccion por el virus (la
rubéola impide la proliferacion del virus polio).

* La vacunacion de una persona inmunodeprimida con vacuna viva puede resultar letal.
* Pueden producirse efectos secundarios a la vacunacion, como hipersensibilidad o
reacciones alérgicas al antigeno, al material no microbiano de la vacuna o a los

contaminantes.

= El desarrollo del producto y el seguro de responsabilidad resultan muy caros para los
fabricantes de vacunas.

» Los microorganismos con muchos serotipos son dificiles de controlar mediante
vacunas.
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4.4 TERAPIA VIRAL

Los medicamentos antivirales pueden ser clasificados de acuerdo al mecanismo de
cr o (44)
accion.

Este mecanismo de accion es basicamente la etapa de replicacion viral que es inhibida
por el farmaco. ¥

Los antivirales se pueden clasificar de acuerdo al efecto que tienen sobre el virus:

EFECTO EN EL VIRUS ANTIVIRAL REPRESENTATIVO
IMPIDEN LA ADSORCION. = Interferén
INHIBEN LA PENETRACION. = Interferdn = Amantadina
INHIBEN EL DESNUDAMIENTO. = Amantadina
= Aciclovir = Idoxuridina
-
a * Fanciclovir = Trifluridina
5 Inhiben la DNA polimerasa viral.
) = Ganciclovir = Vidarabina
o
) é = Valaciclovir = Foscarnet
n >
Z <
5= . . . —
i % Inhiben la RNA polimerasa viral. = Ribavirina
i [Tm]
(G)
E Inhiben la transcriptasa reversa = Zalcitabina » Zidovudina
T
Z (Antirretrovirales). = Didanosina = Estavudina
Inhibicién de la traduccion RNAm viral. | = Interferdn

INHIBICION DEL ENSAMBLAJE Y LIBERACION. » Interferén

] ) | = Saquinavir
INHIBICION DE LA MADURACION Y LA LIBERACION
= Ritonavir
(Otros antirretrovirales).

Indinavir

Tabla 22: Clasificacién de los medicamentos antivirales de acuerdo al efecto que producen en los virus. %
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ACICLOVIR

CoHasOs Aekclvw

FIGURA 49: Herpes labial.

El aciclovir (ACV) es un analogo sintético del nucledsido purina 9-[(2hidroxietoxi)metil]
guanina, en el cual se ha sustituido el azlcar ciclico de la molécula de guanosina natural por
una cadena lateral lineal. ¥

El aciclovir inhibe la replicacion mediante la inhibicibn de la sintesis de DNA. La
selectividad en esta accidon proviene de dos interacciones diferentes del farmaco con las
proteinas virales:

1. Para inhibir el DNA el aciclovir debe ser primero fosforilado por la timidina cinasa viral
ya que la afinidad de aciclovir por esta enzima codificada por el virus del herpes es 200
veces mayor que por la enzima de los mamiferos.

2. Después de la sintesis de aciclovir monofosfato (aciclo-GMP), las enzimas de la célula
hospedero sintetizan aciclo-GDP y aciclo-GTP. Esta aciclo-GTP inhibe la DNA polimerasa
viral y se incorpora en el DNA viral en formacion finalizando su replicacién.*®
Se puede crear resistencia, principalmente en los pacientes con SIDA, por alteraciones
en la Timidina cinasa o en la DNA polimerasa; en estos casos se requieren de
concentraciones mayores o la utilizacién de Vidarabina y Foscarnet. (*¥

FARMACOCINETICA

Después de la administracidn topica se presenta una minima absorcidon percutanea y no
se detecta el medicamento en la sangre o en la orina.

Después de la administracién oral el aciclovir se absorbe pobremente en el tracto
gastrointestinal con una biodisponibilidad del 15 al 30%.

El aciclovir se distribuye ampliamente con altas concentraciones en el rifién, el higado y
los intestinos. Las concentraciones en liquido cefaloraquideo son solo un tercio de las
plasmaticas. Su union a proteinas es del 9-33%.

El aciclovir sufre un metabolismo minimo. Las células infectadas lo transforman en su
metabolito activo, el trifosfato, aunque una parte del medicamento puede ser metabolizada
extracelularmente.

Aproximadamente el 70% del medicamento se elimina en la orina sin cambios. Debido a
su pobre biodisponibilidad, después de su administracion por via oral, solo el 14% de la dosis
se recupere en la orina (en comparacion con el 92% cuando se administra por via sistémica).
En pacientes con funcion renal normal la vida media del farmaco es de mas o menos 2.5
horas. En pacientes con alteraciones de la funcién renal, puede llegar a ser de hasta 19
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horas. Este farmaco se puede remover del organismo por hemodialisis (aunque lentamente).
(44)

APLICACIONES TERAPEUTICAS

El uso clinico del aciclovir esta limitado al tratamiento de las infecciones por herpes
simples, herpes genital y herpes zoster. La administracion por via parenteral es de primera
eleccion en pacientes inmunocomprometidos con lesiones cutaneas y en las mucosas.

El aciclovir por via oral esta limitado al tratamiento del primer episodio y los episodios
recurrentes del herpes labial y cutaneo, el tratamiento agudo del herpes zoster y la varicela.
Cuando el herpes es recurrente se requieren tratamientos prolongados por 1-2 meses.

Los virus de Epstein-Barr y CMV pueden ser inhibidos, pero solo a concentraciones muy
altas del medicamento. ¥

Se ha visto que la actividad de Aciclovir es mas de 100 veces superior a la Viradabina y 10
veces que la de la Ioxuridina contra el herpes simplex tipo I.

Ademas se utiliza para el tratamiento de:

e Encefalitis por herpes simple
Profilaxis de herpes en inmunocomprometidos
Queratinoconjuntivitis herpética
Herpes zoster oftalmico
Profilaxis de CMV en pacientes con transplante
Indicaciones del aciclovir en varicela:
» Pacientes en tratamiento con corticoides inhalados
» Pacientes sanos mayores de 13 anos
= Pacientes mayores a 1 afio con condiciones cronicas cutaneas o
pulmonares
= Neumonia por varicela en adulto sano

EFECTOS ADVERSOS

Cuando se aplica por via tdpica puede producir irritacion y ardor local cuando se aplica en
lesiones genitales. Por via oral practicamente no presenta efectos adversos (si acaso nauseas
y cefalea ocasionales).

La extensa eliminacion renal después de la administracién parenteral puede predisponer a
los pacientes a cristaluria, aunque en general el medicamento es muy bien tolerado.

Puede producir encefalopatia en el 1% de los pacientes cuando se administra por via
sistémica, aunque generalmente se da en pacientes con funcion renal comprometida.
También puede producir flebitis, irritacion local, hematuria e hipotension.

Con base en el aciclovir se crearon otros farmacos antivirales andlogos para tratar las
cepas resistentes y mejorar su actividad antiviral. Dentro de este grupo estan el Ganciclovir,
Fanciclovir, Cidofovir. *%
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AMANTADINA

CugHlgh * 1K1 A

La amantadina es un agente antiviral sintético que actua inhibiendo el desnudamiento del
virus. Este agente se introdujo inicialmente como un agente profilactico de influenza A y
posteriormente se observd que inducia una mejoria sintomatica en los pacientes con
enfermedad de Parkinson.*¥

Actlia de dos formas sobre la replicacion viral:

= Inhibe la pérdida de la cobertura del virus, al evitar la fusion de la envoltura virica
con las membranas celulares después de la captacion endosdmica.

= A concentraciones bajas, se une y bloquea un canal de la membrana formado por
la proteina matriz M2 del virus de la influenza A. Este canal evita la acidificacion
normal de las vesiculas de Golgi y otras vesiculas citoplasmaticas. %

FARMACOCINETICA

Administrada por via oral posee principalmente una accidn profilactica en los casos
de influenza o gripe producida por el virus A o virus asiatico (con rapida mejoria de la
fiebre y demas sintomas). *¥

Se ha demostrado que la amantadina no inactiva o extermina el virus antes de
ponerse en contacto con la célula, ni impide su absorcion a la superficie celular sino
que evita la penetracidn del virus en la misma, con lo que se bloguea la replicacién o
duplicacion de aquel y la destruccién celular. 4%

La amantadina se absorbe bien del tracto gastrointestinal. Las concentraciones
pico en plasma son de 0.3 a 0.6 mug/ml después de la administracion de una dosis de
200 mg. La mayor parte del farmaco absorbido es excretado sin cambios por la orina:
su vida media de eliminacion es de aproximadamente 16 horas; este valor aumenta en
personas de edad avanzada y en pacientes con baja funcion renal. *¥

La amantadina alcanza concentraciones en la saliva un tanto similares a los
plasmaticos y penetra facilmente en el liquido cefalorraquideo. ¥
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APLICACIONES TERAPEUTICAS

Actualmente se utiliza para la profilaxis o el tratamiento sintomatico de las infecciones
respiratorias producidas por el virus de la influenza A, especialmente en pacientes con alto
riesgo de sufrir esta enfermedad o en aquellos que sufren una enfermedad muy severa.

EFECTOS ADVERSOS
= Insomnio.
= Veértigo.
= Trastornos psicoldgicos.

Este farmaco esta contraindicado en dafio hepatico, insuficiencia renal y hepatica y
epilepsia.

Existe un farmaco similar a la amantadina llamado Rimantadina que tiene una menor

(to>)<icidad en el sistema nervioso central (SNC), pero mayor en el tracto gastrointestinl (TGI).
44

DIDANOSINA

Es un analogo (purinico) sintético de los nucledsidos que a diferencia de la Zidovudina, su

actividad es mayor en las células mononucleares sanguineas que se encuentran en reposo.
(44)

FARMACOCINETICA
a) Al administrarse por via oral alcanza una biodisponibilidad del 40%.
b) La comida interfiere con su absorcion, por lo que se debe dar con estomago vacio.

c) La droga es inestable en acido, tal y como ocurre en el ambiente gastrico, por lo que
se debe dar con antiacidos o buferes.

d) La unidn a proteinas séricas es minima (5%).
e) Su vida media plasmatica es 1 a 1.5 horas.
f) Su vida media intracelular es de 8 a 24 horas.

g) Tiene baja concentracion en liquido cefalorraquddeo: alcanza el 20% de la
concentracion sérica.

h) No esta claro el metabolismo de la droga.
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i) Es eliminada por via renal. Se recomienda ajustar la dosis en compromiso renal
severo.

EFECTOS ADVERSOS

a) Los principales efectos adversos son la neuropatia periférica y la pancreatitis; la
neuropatia periférica es dosis—dependiente y es reversible si se suspende el
tratamiento; el riesgo de presentarla es mayor si hay neuropatia de base y con el uso
concomitante de otras drogas neurotdxicas. La pancreatitis tiende a ser grave y es
motivo de suspension de la droga; el riesgo de presentarla es mayor si el paciente es
alcohdlico, sufre de hipertrigliceridemia o ha presentado episodios previos de
pancreatitis, ¥

b) Otros: cefalea, nauseas, vomito, diarrea, dolor abdominal, rash, despigmentacion
retiniana y falla hepatica. *¥

c) Teratogenicidad: no se ha demostrado la aparicién de malformaciones congénitas. 9
INTERACCIONES FARMACOLOGICAS

a) Drogas que necesitan un pH acido para su absorcién, como el Ketoconazol, Itraconazol
y Dapsona, deben administrarse por lo menos 2 horas antes de administrarse la
Didanosina. “¥

b) Las quinolonas también deben administrarse antes de la dosis de Didanosina porque
los cationes encontrados en los buffers pueden alterar su absorcién. %

c) El uso cocomitante de otras drogas neurotoxicas puede aumentar la posibilidad de
desarrollar neuropatia periférica. La Zalcitabina y la Estovudina son también
neurotoxicas. ¥

DOSIFICACION
a) La dosis de Didanosina es dependiente del peso del paciente.

b) La dosis (en tabletas) recomendada para pacientes adultos que pesan mas de 60 Kg
es de 200 mg cada 12 horas.

c) La dosis (en tabletas) recomendada para pacientes adultos que pesan menos de 60 Kg
es de 125 mg cada 12 horas.

d) La dosis recomendada para pacientes pediatricos es de 120 mg/m? cada 12 horas. *¥
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ESTAVUDINA

Es un andlogo sintético de la timidina, similar a la Zidoudina y al igual que ésta, su
actividad es mayor en las células en replicacion. ¥

FARMACOCINETICA

a) Tiene buena absorcion al administrarse por via oral con una biodisponibilidad del 80%.

b) La comida no interfiere con su absorcion.

¢) La unidn a proteinas séricas es minima.

d) Su vida media plasmatica es 1 a 1.5 horas.

e) Su vida media permite la dosificacion cada 12 horas.

f) Tiene buena penetracion a liquido cefalorraquideo: alcanza el 40% de la concentracidn
sérica.

g) No esta claro el metabolismo de la droga.

h) Es eliminada en un 40% por via renal. Se recomienda ajustar la dosis en compromiso
renal severo. ¥

EFECTOS ADVERSOS

a) El principal efecto adverso es la neuropatia periférica; en dosis dependiente y es
reversible si se suspende el tratamiento o se disminuye la dosis.

b) Aumento leve de transaminasas hepaticas.

c) Otros: cefalea, anorexia, nauseas, vomito, diarrea, dolor abdominal, rash, mialgias e
insomnio.

d) Teratogenicidad: no se ha demostrado la aparicion de malformaciones congénitas en
estudios con animales. ¥

INTERACCIONES FARMACOLOGICAS

a) El uso combinado de Zidovudina y Estovudina muestra efectos antagdnicas por lo que
no se recomienda su utilizacion.

b) El uso concomitante de otras drogas neurotdxicas puede aumentar la posibilidad de
desarrollar neuropatia periférica. La Zalcitabina y la Didanosina son también
neurotoxicas. (¥

DOSIFICACION

a) La dosis de Estavudina es dependiente del peso del paciente.

b) La dosis recomendada para pacientes adultos que pesan mas de 60 Kg es de 40 mg
cada 12 horas.

c) La dosis recomendada ara pacientes adultos que pesan menos de 60 Kg es de 30 mg
cada 12 horas.

d) La dosis recomendada para pacietes pediatricos que pesan menos de 30 Kg es 2
mg/kg al dia. ¥
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FAMCICLOVIR
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El famciclovir es un profarmaco del penciclovir, que es 100 veces menos potente que el
aciclovir TP, pero con vida media de 7-20 horas. La administracién a largo plazo de este
medicamento puede ser tumorogénica y se ha asociado a toxicidad testicular en animales.

El famciclovir por via oral se utiliza para el tratamiento del herpes zoster agudo localizado
en adultos inmunocompetentes. También se utiliza por via oral como profilaxis de herpes
genital recurrente en pacientes con VIH. Este farmaco puede tener una posible utilidad en
hepatitis cronica.

Sus principales efectos secundarios son dolor de cabeza, fatiga, nduseas y vomito. ¥

FIGURA 50: Herpes Zoster.
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FOSCARNET
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El foscarnet es un analogo organico del pirofosfato inorganico que se utiliza por via
intravenosa.

Este farmaco inhibe los virus herpes, CMV y el VIH, al inhibir la DNA polimerasa sin
fosforilacion previa y la transcriptasa reversa.

Actualmente el foscarnet se utiliza en retinitis por CMV e infecciones por herpes simple
resistente a aciclovir o ganciclovir. *¥

GANCICLOVIR
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El ganciclovir tiene una mecanica similar a la del aciclovir y difiere de él
estructuralmente solo por la adicién de un grupo hidroximetilo.

El ganciclovir inhibe la sintesis del ADN viral. Este farmaco sufre una fosforilacion
inicial a monofosfato por las quinasas virales y celulares, y luego a difosfato y trifosfato
por enzimas celulares.

Las concentraciones intracelulares del trifosfato son superiores a las alcanzadas por
aciclovir y declinan con mayor lentitud. Este trifosfato es un inhibidor competitivo de la
incorporacion de desoxiguanina trifosfato en el ADN e inhibe la DNA polimerasa viral
en forma selectiva.

Las cepas de herpes simplex que son resistentes al aciclovir debido a la deficiencia
de timidina cinasa también son algo resistentes al ganciclovir, mutaciones en la DNA
polimerasa también puede causar resistencia. La enfermedad por CMV resistente al
ganciclovir es un problema importante en los pacientes inmunosuprimidos. %
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FARMACOCINETICA

La biodisponibilidad del ganciclovir por via oral es muy baja y por esta razén
inicialmente solo se usaba por via parenteral (hoy dia hay presentaciones para uso oral
e implantacion intravitrea).

Después de la administracion por via parenteral el farmaco se distribuye
ampliamente en los tejido y fluidos corporales, incluyendo el ojo.

El ganciclovir cruza la barrera hematoencefalica y alcanza concentraciones en LCR
del 40% en promedio, de las concentraciones plasmaticas. También cruza la placenta
y tiene una unidn a proteinas del 1-2%. Tiene una vida media de 3-4 horas.

La mayor parte del ganciclovir se elimina sin cambios por la orina y su vida media
se prolonga cerca de 30 horas en la insuficiencia renal grave. (44)

APLICACIONES TERAPEUTICAS

A causa de su toxicidad el uso del ganciclovir se ha limitado a infecciones por CMV
que amenacen la vida o la vision de los pacientes. Por via oral se utiliza para la
profilaxis y el tratamiento de la retinitis por CMV en pacientes inmunocomprometidos
(por ejemplo paciente con VIH).

Existe un implante intraocular que libera ganciclovir continuamente durante 8
meses y se usa para la prevencion de la retinopatia por CMV.

El ganciclovir es activo in vitro contra todos los herpes virus incluyendo el CMV.

Este farmaco es 100 veces mas activo que el aciclovir contra las infecciones por
CMV en los cultivos celulares. %

EFECTOS ADVERSOS

El efecto adverso mas comin es la supresién de la médula dsea. Se produce
neutropenia en el 40% de los pacientes tratados y trombocitopenia en el 20%.

Se han descrito efectos en el sistema nervioso central incluyendo cefalea, cambios
en la conducta, psicosis, convulsiones y coma.

El ganciclovir es teratdgeno y mutdgeno en los animales de experimentacién. *¥

S
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FIGURA 51: Queratoconjuntivitis por herpes.
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IDOXURIDINA

Analogo de pirimidina, sustrato para timidina cinasa incorporandose en el DNA celular y
viral, por lo que solo se usa en aplicacion tépica. Dentro de sus efectos adversos se
encuentran irritacion local e inflamacion. Se usa en queratitis por herpes. ¥

FARMACOCINETICA

La idoxuridina es quimicamente similar a la timidina, precursor del DNA; la célula
infectada al utilizar la idoxuridina forma un DNA que no puede infectar nuevas células ni
desarrollarse.

La droga se absorbe pobremente después de su instalacién al ojo. Después de su
administracion intravenosa, la idoxuridina se metaboliza rapidamente en el higado y se
excreta por orina; sin embargo, aplicada al ojo, la naturaleza del tejido ocular y la
insignificante penetracién de la droga, le permiten un efecto antiviral local sin estar sujeta a
la degradacion rapida que ocurre después de su administracion parenteral. *

APLICACIONES TERAPEUTICAS

En infecciones por el virus del herpes simplex, no teniendo ninguna accién en otros tipos
de infecciones ya sean bacterianas o virales. ¥

CONTRAINDICACIONES
Hipersensibilidad a los componentes de la férmula. ¥

PRECAUCIONES O RESTRICCIONES DE USO DURANTE EL EMBARAZO Y LA LACTANCIA

La idoxuridina en su uso sistémico es capaz de atravesar la barrera placentaria y ha
mostrado efectos teratogénicos en animales de laboratorio. En mujeres embarazadas no se
han hecho estudios bien controlados.

Aunque su absorcién con el uso tdpico es limitada, debera utilizarse solamente si es
absolutamente necesaria.

No se sabe si la droga se excreta en la leche materna, por lo que no debera utilizarse
durante la lactancia. *¥

EFECTOS ADVERSOS

Ocasionalmente edema o inflamacion de la conjuntiva y los parpados con prurito, ardor,
opacificacion corneal y defectos punteados del epitelio corneal. Con el uso prolongado
pueden ocurrir conjuntivitis folicular, cicatrizacion conjuntival y oclusidon de puntos lagrimales.
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INTERFERONES

Los interferones son citocinas (gluproteinas) producidas por células animales y humanas
infectadas con virus o estimuladas por sustancias naturales o sintéticas. Se han clonado
utilizando tecnologia de DNA recombinante. ¢%

Hay tres tipos:
= Alfa producidos por leucocitos B, Monocitos y Macréfagos.
= Beta producidos por fibroblastos.
= Gamma se producen en fases posteriores de la infeccidn y es sintetizado por las
células T activadas (antigenos o mitdgenos). %

Los interferones producen su efecto antiviral uniéndose a receptores de superficie
especificos e inhibiendo la penetracién a la pérdida de la cubierta viral, la sintesis o la

metilacion del RNA mensajero, la traduccidon de las proteinas o el montaje y liberacién viral.
(44)

INTERFCRGHEE

FIGURA 52: Cuadro de la actividad de los interferones.

FARMACOCINETICA ¢

= Aplicacion por via intramuscular o subcutanea (Alfa).

» Su actividad persiste por cuatro dias.

= Se eliminan por captacion celular y catabolismo en rifion e higado.
APLICACIONES TERAPEUTICAS *9

» Condiloma acuminado.

= Hepatitis cronica By C.

» Sarcoma de Kapossi.
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= Esclerosis multiple.
EFECTOS ADVERSOS ¥
» Sindrome gripal.
= Trombocitopenia, granulocitopenia.
» Neurotoxicidad.
» Cardiotoxicidad.
= Difusion tiroidea.
= Formacion de anticuerpos neutralizantes.

= Inhibicidon del citocromo P-450.
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FIGURA 53: Las dos vias
principales para la
inhibiciéon de proteinas
viricas por el interferén.
Un mecanismo implica la
induccion de una
polimerasa inusual (2-5A
sintetasa), que es
activada por el ARN
bicatenario. La enzima
activada sintetiza un
trinucledtido de adenina
inusual con un enlace
2’5" fosfodiéster. El
trinucledtido activa una
endonucleasa que
degrada el ARNm. El
otro mecanismo implica
la induccion de una
proteina cinasa que
inactiva el factor de
iniciacion eIF-2 mediante
fosforilacion de una de
las subunidades para
evitar la iniciacion de la
sintesis de proteinas. ¢
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RIBAVIRINA

La ribavirina es un anadlogo del nucledsido purina que inhibe competitivamente las
enzimas huésped con disminucién de GTP y DNA e inhibicién de RNA polimerasa viral. %

APLICACIONES TERAPEUTICAS

Este farmaco tiene un amplio rango de accion incluyendo mixovirus, paramixovirus,
arenavirus, bunyavirus, retrovirus, herpesvirus, adeovirus y poxvirus. Funciona como agente
antiviral en el tratamiento de infecciones causadas por virus DNA y RNA. Para infecciones del
tracto respiratorio inferior causadas por el virus sincicial respiratorio, infecciones causadas por
el virus de influenza tipo A y B, herpes simple tipo 1 6 2, herpes zoster y para el tratamiento
de la hepatitis viral aguda A y crénicas B y C. *¥

FARMACOCINETICA

e Absorcidn: La ribavirina se absorbe rapidamente al administrarse via oral, presentandose
el pico en la concentracién plasmatica durante las primeras 1 a 2 horas después de la
administracion. Las concentraciones plasmaticas encontradas al administrar diariamente
15 mg/kg divididos en tres dosis promediaron 0.775 pg/ml después de 2.5 horas con una
variacion de 0.425 a 1.325 pg/ml.

e Distribucidon: Estudios en animales y humanos mostraron que la ribavirina y sus
metabolitos se acumulan en los eritrocitos, al administrar una dosis Unica por via oral de 3
mg/kg; el pico en la concentracién de eritrocitos se presentd a los 4 dias, sobrepasando
en 100 veces las concentraciones plasmaticas detectadas simultdneamente vy
posteriormente disminuyd con una vida media de alrededor de 40 dias (equivalente a la
vida media de los eritrocitos). Al administrar una dosis oral del farmaco, la concentracion
en eritrocitos fue incrementando durante la primera y segunda horas a una velocidad
similar a la concentracion plasmatica; posteriormente, la concentracion en eritrocitos
siguid incrementandose durante 4 dias conforme la concentracién plasmatica disminuia.
Aproximadamente, el 3% de la ribavirina se detecta en los eritrocitos 72 horas después de
la administracion oral. *%

e Eliminacidon: La ribavirina es metabolizada posiblemente en el higado a ribavirina
desrribosilada (la 1,2,4-triazol-3-carboxamida); se ha reportado que la actividad antiviral
de este metabolito contra varios virus de ARN y ADN es similar a la actividad de la
ribavirina. También se han encontrado metabolitos del acido 1, 2, 4-triazol-3-carboxilico.
Se presume que /n vivo es necesaria la fosforilacion para lograr la actividad antiviral del
farmaco. ¥
La ribavirina se excreta principalmente en la orina. Adultos sanos con funcién renal normal
excretan por orina aproximadamente 53% de una dosis oral Unica durante 72 a 80 horas,
encontrando que en las primeras 24 horas excretan cerca del 33% de la dosis.

Alrededor de 15% de una dosis Unica se excreta en heces durante las 72 horas siguientes
a la administracion. ¥

CONTRAINDICACIONES
La administracion de este producto esta contraindicada en pacientes con hipersensibilidad
conocida al farmaco. *¥
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PRECAUCIONES O RESTRICCIONES DE USO DURANTE EL EMBARAZO Y LA LACTANCIA

El farmaco puede causar toxicidad fetal a mujeres embarazadas. No debera administrarse
el farmaco en mujeres embarazadas o con posibilidad de embarazarse, debido a que los
riesgos del uso claramente sobrepasan los beneficios. Si se administra inadvertidamente
durante el embarazo o la paciente se embaraza durante el tratamiento, la paciente debera
ser advertida del riesgo potencial para el feto.

No se sabe si la ribavirina se distribuye en la leche materna; sin embargo, debido al riesgo
g% efectos adversos en los lactantes no debe ser usada en mujeres en periodo de lactacion.
EFECTOS ADVERSOS

Se ha reportado anemia reversible al administrar dosis de ribavirina mayores a 1.2 g
(alrededor de 15-17 mg/kg diariamente) por mas de 10 dias, por lo que se recomienda
monitorear estrechamente a los pacientes cuyo tratamiento requiera una duraciéon mayor a 1
0 2 semanas. Dentro de sus efectos secundarios también se encuentran la irritacién
conjuntival y sibilancias, teratogénesis, mutagénesis.

La rivabirina se consigue en aerosol para el tratamiento de virus sincitial respiratorio e
influenza. Por via oral se utiliza para el tratamiento de hepatitis crénica C, asociado a
interferén alfa-2b. %

CRITERIOS PARA EL USO EN VRS:
» Enfermedad cardiaca congénita.
= Displasia broncopulmonar.

= Fibrosis quistica.

= Inmunosuprimidos.

= Prematuros.

» Pacientes con ventilacion mecanica.
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TRIFLURIDINA

La trifluridina es un nucledsido pirimidinico fluorado en solucién oftalmica, que se utiliza
principalmente para la queratoconjuntivitis primaria y queratitis epitelial recurrentes por
herpes simplex tipo I y II, ademas del CMV. También se utiliza en infecciones cutaneas por
herpes resistente a aciclovir. ¥

El mecanismo de accién exacto se desconoce, pero se sabe que el compuesto inhibe las
DNA polimerasas y el virus no puede incorporar la timidina dentro de su DNA viral. ¥

Rt

CraHaeleCa Valsteng:

VALACICLOVIR

El valanciclovir es el ester I-valina de aciclovir. Este farmaco es una prodrogra y no exhibe
ninguna actividad antiviral hasta que se hidroliza en la pared intestinal o en el higado
formando aciclovir.

La ventaja de la estructura quimica de este medicamento frente al aciclovir es que tiene
una absorcion en el tracto gastrointestinal aumentada y por ende su biodisponibilidad por
esta via es mejor.

El valanciclovir por via oral se utiliza para el tratamiento de herpes zoster en adultos
inmunocompetentes. También se usa para los episodios iniciales y recurrentes de herpes
genital, asi como en la profilaxis de CMV en pacientes trasplantados. ¥
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FIGURA 54: Herpes genital.

VIDARABINA

CultuieO HO  Vidsvibing

Este farmaco es un analogo de adenosina que posee actividad contra el herpes simplex I
y II, varicela zoster y hepadnavirus (como el VHB).

La viradabina se utiliza en encefalitis por herpes simplex e infecciones graves por herpes
zoster. Se considera alternativo al aciclovir en encefalitis herpética, herpes neonatal y herpes
zoster en inmunodeprimidos. *¥

ZALCITABINA

Es un analogo (pirimidico) sintético de los nucledsidos y al igual que la Didanosina, su

actividad es mayor en las células mononucleares sanguineas que se encuentran en reposo.
(44)

FARMACOCINETICA
a) Tiene buena absorcidn al administrarse por via oral con una biodisponibilidad del 80%.
b) La comida no interfiere con su absorcion.
c) La unidn a proteinas séricas es minima (4%).

d) Su vida media plasmatica es de 1 a 3 horas.
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e) Tiene baja concentracion en liquido cefalorraquideo: alcanza del 9 al 37% de la
concentracion sérica.

f) No esta claro el metabolismo de la droga.

g) Es eliminada por via renal en un 80%. Se recomienda ajustar la dosis en compromiso
renal severo.

EFECTOS ADVERSOS

a) El principal efecto adverso es la neuropatia periférica; la neuropatia periférica es dosis
dependiente y es reversible si se suspende el tratamiento; el riesgo de presentarla es
mayor si hay neuropatia de base y con el uso concomitante de otras drogas
neurotoxicas. (¥

b) La pancreatitis ocurre con menor frecuencia que con la Didanosina.
c) Ulceras orales severas: ocurren hasta en 3% de los pacientes.

d) Otros: cefalea, nduseas, vémito, diarrea, dolor abdominal, rash y alteraciones en las
pruebas de funcion hepatica.

e) Teratogenicidad: segun los reportes del Antiretriviral Pregnancy Registry, la aparicién
de anormalidades congénitas no aumenta al utilizar la terapia con Zalcitabina como
monoterapia o en combinacién durante el primer trimestre del embarazo. %

INTERACCIONES FARMACOLOGICAS

El uso concomitante de otras drogas neurotoxicas puede aumentar la posibilidad de
desarrollar neuropatia periférica. La Didanosina y la Estovudina son también neurotéxicas. *¥

DOSIFICACION
a) La dosis recomendada para pacientes adultos es de 0.75 mg cada 8 horas.

b) La dosis recomendada para pacientes pediatricos es de 0.01 mg/Kg cada 8 horas.

ZIDOVUDINA

Fue la primera droga aprobada para el tratamiento del VIH, en 1987. Es un analogo de la
timidina y su actividad es mayor en las células en replicacion. *¥

FARMACOCINETICA

a) Tiene buena absorcion al administrarse por via oral con una biodisponibilidad del 65%.
b) No bebe administrarse con las comidas.
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¢) Tiene baja union a proteinas séricas 25%.

d) Su vida media plasmatica es 1 a 1.5 horas.

e) Su vida media intracelular es de 3 a 4 horas.

f) Su vida media permite la dosificacion cada 8 a 12 horas.

g) Tiene buena penetracion a liquido cefalorraquideo, alcanza el 53% de la concentracion
sérica.

h) Es metabolizada en el higado. Un 14% de la droga no se metaboliza.

i) Es eliminada por via renal. Se recomienda ajustar la dosis e compromiso renal severo.
(44)

EFECTOS ADVERSOS

a) El principal efecto adverso es la supresion de la médula 6sea lo cual lleva a anemia y/o
neutropenia. Es reversible si se suspende el tratamiento.

b) Miositis y miopatia asociadas con el uso prolongado de la droga. Es reversible si se
suspende el tratamiento.

c) Otros: cefalea, vomito, malestar general, fatiga, insomnio e hiperpigmentacion de piel
y ufas.

d) Teratogenicidad: segun los reportes del Antiretroviral Pregnancy Registry, la aparicién
de anormalidades congénitas o en combinacién durante el primer trimestre del
embarazo. ¥

INTERACCIONES FARMACOLOGICAS

a) La rivabirina inhibe la fosforilacidon intracelular de la Zidovudina, lo que disminuye su
actividad antirretroviral.

b) El uso concomitante de agentes mielosupresores o citotoxicos, puede potenciar la
supresion sobre la médula désea. 9

DOSIFICACION

a) La dosis recomendada de Zidovudina en adultos es de 600 mg/dia, en esquema de
200 mg cada 8 horas 0 300 mg cada 12 horas.

b) La dosis recomendad para pacientes pediatricos entre 3 meses y 12 afios es de 180
mg/m? cada 6 horas.

c) En pacientes con enfermedad renal terminal se recomienda utilizar 100 mg cada 6 a 8
horas.

d) Existe la combinacidn de Zidovudina (300 mg) y Lamivudina (150 mg); se recomienda
una tableta diaria. “¥
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INHIBIDORES DE LA PROTEASA

Los inhibidores de la proteasa (IP) actian inhibiendo la proteasa (producto del gen gag-
pol) del VIH-1. La proteasa del VIH-1 es una enzima compleja, que cliva los productos
polipeptidicos del gen pol y gag-pol del genoma viral. Este proceso ocurre al final del ciclo de
replicacion del VIH y es indispensable para que los viriones en formacién sean maduros. Al
inhibirse esta enzima, se liberan particulas virales estructuralmente desorganizadas y no
infecciosas. Los IP tienen accidon sobre células aguda y cronicamente infectadas. Son
antirretrovirales potentes y muestran beneficios inmunoldgicos y clinicos en los pacientes VIH
positivos. En el momento hay cinco IP aprobados por la Food and Drugs Administration
(FDA): Saquinavir, Ritonavir, Indinavir, Amprenavir y Nelfinavir*®,

Los IP son metabolizados por el sistema citocromo P-450 y son inhibidores del mismo.
Esto hace que posean una amplia interaccion farmacoldgica con drogas que interactian con
este sistema citocrémico. ¥

Con el uso de los IP, ha aparecido reportes de efectos adversos (metabdlicos)
importantes como la hiperglicemia e incluso la Diabetes Mellitus, aunque no se ha esclarecido
su mecanismo. ¥

El mecanismo de resistencia viral hacia los IP es complejo y no completamente
entendido. Al parecer se da por mutaciones en los genes que codifican para la proteasa. En
general, se necesitan multiples mutaciones para el desarrollo de una alta resistencia viral. Se
ha identificado resistencia cruzada entre los diferentes IP, mas no entre los inhibidores de la
transcriptasa reversa y los IP. 9

INDINAVIR

N
l ’ ?MH i .
N
o} 0

NHC{CH, ),

APLICACIONES TERAPEUTICAS

Es un inhibidor especifico de la proteasa, activo contra el virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV-1). Esta indicado para el tratamiento de adultos con infeccion por el HIV-1. Los
estudios clinicos demuestran:

= Disminucién del riesgo de progresiéon a una de las enfermedades definidoras del SIDA
0 a la muerte.

» Aumento de la supervivencia general.
= Disminucion duradera del ARN viral en el suero.
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Aumento duradero de la cuenta de células CD4. “*¥

FARMACOCINETICA

a.

b.

f.

Se absorbe bien al administrarse por via oral.

Se absorbe mejor con estdmago vacio. Una comida liviana no disminuye su absorcién,
pero una rica en grasas si.

Tiene moderada union a proteinas séricas (60%).

. La vida media de eliminacion es 1.8 horas.

Es metabolizada en el higado por la citocromo P-450. Hasta un 20% de la droga es
eliminada sin ser metabolizada.

Es eliminada principalmente por via renal. “¥

EFECTOS ADVERSOS

a.

d.

Los pricipales efectos adversos son gastrointestinales: nauseas, vomito, dispepsia,
dolor abdominal y diarrea.

El 9% de los pacientes desarrollan nefrolitiasis por lo que deben tomar minimo 1.5
litros de agua al dia.

Otros mas raros: Hiperbilirrubinemia, elevacion de las transaminasas hepaticas,
anemia, leucopenia, trombocitopenia.

Teratogenicidad: No se ha observado en estudios con animales. Hace falta estudios en
mujeres embarazadas. ¥

INTERACCIONES FARMACOLOGICAS

a.

Las drogas que inducen o inhiben la actividad del citocromo P-450, pueden alterar los
niveles plasmaticos del Indinavir.

No se deben utilizar otras drogas que sean metabolizadas por el sistema citocromico,
dentro de las cuales tenemos antihistaminicos, hipnoticos (benzodiacepinas),
antiarritmicos, calcio—antagonistas , alcaloides del ergot, Cisaprida y anfetaminas, por
el riesgo de intoxicacion ya que el Indinavir inhibe el citocromo.

No se debe coadministrar con Rifampicina ya que ésta produce induccion enzimatica y
por lo tanto disminuye los niveles de Indinavir.

Cuando se administran Nevirapina e Indinavir concomitantemente, se debe ajustar la
dosis de Indinavir a 1000 mg cada 8 horas por el efecto sobre la induccion enzimatica.
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Cuando se administra Efavirenz e Indinavir concomitantemente, se debe ajustar la
dosis de Indinavir a 1000 mg cada 8 horas por el efecto sobre la induccion enzimatica.

Cuando se administran Ketoconazol e Indinavir concomitantemente, se debe ajustar la
dosis de Indinavir a 600 mg cada 8 horas por el efecto sobre la inhibicidon enzimatica.

. Cuando se administre Indinavir y Didanosina debe dejarse un espacio de por lo menos

1 hora en la administracion, ya que esta ultima tiene un buffer que disminuye la
absorcion del Indinavir. ¥

DOSIFICACION

La dosis recomendada de Indinavir en adultos es de 800 mg cada 8 horas. ¥

RITONAVIR

Solo o combinado con analogos de nucledsidos para el tratamiento de pacientes con

infeccién por VIH, cuando el tratamiento proporciona evidencias clinicas, inmunoldgicas o
ambas de progresion de la enfermedad. “¥

FARMACOCINETICA

a.

f.

g.

Se absorbe bien al administrarse por via oral, alcanzando una biodiponibilidad del
75%.

Se absorbe mejor con las comidas.

Tiene alta unién a proteinas séricas (99%).

. La vida media plasmatica es de 3 a 5 horas.

Es metabolizada en el higado por la citocromo P-450. Tiene un metabolito con
actividad antiviral similar al Ritonavir. Un 5% de la droga es excretada por la orina sin
ser metabilizada.

De los IP es el mas potente inhibidor del citocromo P-450.

Es eliminada principalmente por heces (80%). “%

EFECTOS ADVERSOS

a.

b.

El Ritonavir es el peor tolerado de los IP. Por esto se recomienda la dosificacion
escalonada de la droga.

Los pricipales efectos adversos son gastrointestinales: nduseas, vomito, dolor
abdominal y diarrea. Se ha reportado alteraciones del gusto hasta en el 15% de los
pacientes.
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c. Otros mas raros: Elevacion de las enzimas hepaticas, triglicéridos, acido Urico, y
creatin-fosfoquinasa.

d. Teratogenicidad: No se ha observado en estudios con animales. Hace falta estudios en
mujeres embarazadas. ¥

INTERACCIONES FARMACOLOGICAS

a. Las drogas que inducen o inhiben la actividad del citocromo P-450, pueden alterar los
niveles plasmaticos del Indinavir.

b. No se deben utilizar otras drogas que sean metabolizadas por el sistema citocromico,
dentro de las cuales tenemos antihistaminicos, hipnoticos (benzodiacepinas),
antiarritmicos, calcio antagonistas, alcaloides del ergot, Cisaprida, Rifampicina,
Amiodarona, Propafenona, Quinidina, Bupropion y anfetaminas, por el riesgo de
intoxicacion ya que el Indinavir inhibe el citocromo.

c. Como el Ritonavir es el mas potente inhibidor del citocromo P-450 de los IP, ésto ha
sido utilizado para combinar esta droga con otros IP ya que al haber inhibicidn
citocromica, las concentraciones del otro IP se aumenten y se pueden utilizar dosis
més bajas. La combinacién mas utilizada es la de Ritonavir con Saquinavir. %

DOSIFICACION

La dosis recomendada de Ritonavir en adultos es de 600 mg cada 12 horas. ¥

SAQUINAVIR

El Saquinavir fue el primer IP en ser aprobado por la FDA en 1995. Existe en una
forma de capsula de gel blanda (Fortovase) y una dura (Invirase). %

La proteasa del VIH es la enzima encargada de escindir las proteinas precursoras del
virus en las células infectadas, lo cual constituye un paso esencial para la creacion de nuevas
particulas viricas integras e infecciosas. Dichas proteinas precursoras contienen un lugar
especifico de escisidn reconocido Unicamente por las proteasas del VIH y otros virus afines. El
saquinavir es una sustancia de estructura pseudopeptidica muy similar a la de los puntos de
escision sobre los que actuan estas proteasas viricas. Como resultado de ello, el saquinavir se
fija intimamente a los lugares activos de la proteasa del VIH-1 y el VIH-2, y se comporta /in
vitro como un inhibidor reversible y selectivo, con un grado de afinidad por las proteinas
humanas unas 50,000 veces menor. ¥

FARMACOCINETICA
a. El Fortovase tiene pobre absorcidon por via oral con una biodisponibilidad del 12%.

b. El Invirase tiene pobre absorcidn por via oral con una biodisponibilidad del 4%.
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La comida aumenta su absorcion. Por lo tanto se debe dar con la comida o hasta 2
horas después de la misma.

. Tiene alta union a proteinas séricas (98%).

Tiene minima penetracion al liquido cefalorraquideo.
Es metabolizada en el higado por la citocromo P-450 a metabolitos inactivos.

Es eliminada principalmente por via renal. *¥

EFECTOS ADVERSOS

a.

C.

Los principales efectos adversos son gastrointestinales: nauseas, vémito, dispepsia,
dolor abdominal y diarrea.

Otros mas raros: Cefalea, fatiga, elevacion de las transaminasas hepaticas, anemia,
neutropenia, trombocitopenia, hipocalcemia, hipofosfatemia, hipocalemia e
hipernatremia.

Teratogenicidad: No se ha observado en estudios con animales. Hace falta estudios en
mujeres embarazadas. *¥

INTERACCIONES FARMACOLOGICAS

a.

Las drogas que inducen o inhiben la actividad del citocromo P-450, pueden alterar los
niveles plasmaticos del Saquinavir.

b. Al administrar drogas como el Ketoconazol u otros IP se inhibe al citocromo P-450 y se

aumentan los niveles de Saquinavir.

No se deben utilizar otras drogas que sean metabolizadas por el sistema citocromico,
dentro de las cuales tenemos antihistaminicos, hipndticos (benzodiacepinas),
antiarritmicos, calcio—antagonistas, alcaloides del ergot, cisaprida y anfetaminas, por el
riesgo de intoxicacion ya que el Saquinavir inhibe el citocromo. ¥

DOSIFICACION

La dosis recomendada de Saquinavir (Fortovase) en adultos es de 1,200 mg cada 8 horas con
las comidas. %
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4.5 EPIDEMIOLOGIA Y CONTROL DE LAS INFECCIONES
VIRALES

DEFINICION

La Epidemiologia estudia como las enfermedades se distribuyen en las poblaciones, y
los factores que influencian o determinan esa distribucion. Una definicion mas amplia de la
Epidemiologia ha sido globalmente aceptada y la describe como:

El estudio de la distribucion y los determinantes de los estados o eventos
relacionados con la salud en poblaciones especificas, y la aplicacion de este
estudio para controlar los problemas que afectan la salud. "

Lo que es notable en esta definicion es que incorpora tanto una descripcion del
contenido de la disciplina como el propdsito o aplicacion para los cuales los estudios
epidemioldgicos son llevados a cabo.®”

OBJETIVOS DE LA EPIDEMIOLOGIA

1. Identificar la etiologia o la causa de una enfermedad y los factores de riesgo, es decir,
situaciones que incrementan la posibilidad de una persona de padecer una
determinada enfermedad. ¢

2. Determinar la extensidon de una enfermedad encontrada en la comunidad, es decir, la
carga que tiene la misma en la poblacion. Para este propdsito se vale del uso y
establecimiento de tasas y proporciones, que cuantifican la morbilidad y la mortalidad
que produce una enfermedad en las personas en un lugar y tiempo determinados.
Esto es critico para planear servicios e instalaciones de salud, y para entrenar a futuros
proveedores del cuidado de la misma. ¢”

3. Estudiar la historia natural y el prondstico de la enfermedad. ¢”
4. Evaluar nuevas medidas preventivas y terapéuticas, y nuevos modos de brindar
cuidados de la salud.®”

5. Proveer los fundamentos para desarrollar politicas publicas y decisiones regulatorias
para los problemas medioambientales. ¢”
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Huésped

FIGURA 55. La infeccién de una poblacion es similar a la de un individuo, en el sentido de que el virus
debe diseminarse a través de la poblacion y es controlado por la inmunizacion. Para sobrevivir, los virus tienen
que seguir infectando a nuevos hospederos susceptibles, inmunolégicamente virgenes. 7

MANTENIMIENTO DE UN VIRUS EN LA POBLACION

La persistencia de un virus en una comunidad depende de la disponibilidad de un ndmero
critico de individuos susceptibles, inmunoldgicamente virgenes (seronegativos). La eficacia de
la via de transmision determina el tamafio de la poblacidn susceptible necesaria para el
mantenimiento del virus. La inmunizacién, natural u obtenida mediante vacunacion,
constituye el mejor medio para reducir el nimero de individuos susceptibles. ¢”

TRANSMISION DE LOS VIRUS

La via de transmision depende de la fuente del virus y la capacidad de éste para
soportar los peligros y barreras del medio ambiente y el cuerpo durante su progresion hasta
el tejido diana. La presencia o ausencia de envoltura virica representa el principal
determinante estructural para el modo de transmisién del virus. ¢”

Virus Desnudo
Factor Resistencia
Sequedad R
Detergentes F A+
pH Extremo F Ao
Temperaturas Extremas ++++
Acidez Estomacal ++++
Detergente Biliar + 4+
Desinfeccion Suave A+
Procedimientos de Agua Residuales Insuficientes A+

TABLA 23. Factores que afectan la transmisién de los virus desnudos. Estos virus son transmitidos en
general por via respiratoria o feco-oral, y muchas veces se contagian a través de objetos contaminados
(fomites). ¢7)
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Virus Envuelto

Fragilidad ++++

Capacidad Infecciosa Depende de una envoltura intacta

Humedad ++++

Gotitas respiratorias

Sangre

Inyecciones

Diseminacion Organos trasplantados

Moco

Saliva

Semen

++++

Labil a los Acidos y Detergentes
(Impiden su transmision feco-oral)

TABLA 24. Factores que afectan la transmision de los virus envueltos.

Los animales pueden actuar como vectores para la diseminacion de enfermedades
viricas a otros animales y a los humanos, e incluso a otras localidades. También pueden
servir de reservorios donde los virus persisten y se multiplican dentro del medio ambiente.
Los artrépodos, como mosquitos, garrapatas y otros, pueden actuar como vectores de
togavirus, flavivirus, bunyavirus y reovirus. Tales virus se conocen muchas veces como
arbovirus. La mayoria de los arbovirus tienen una gama de hospederos muy amplia, que
puede incluir insectos, aves, reptiles y mamiferos, ademas de los humanos. Los mapaches,
Zorros, perros y gatos son vectores del virus de la rabia. (37)

Entre los demas factores que pueden favorecer la transmision de los virus se incluyen:
= Capacidad de causar infeccion asintomatica.
= Hacinamiento.
= Ocupacion.
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= Estilo de vida.
= Asistencia a guarderias.
» Viajes.

Muchos virus son liberados antes de que el paciente presente sintomas, por lo que
resulta dificil controlar su transmision. Las infecciones productivas persistentes representan
una fuente continua de virus, que puede conducir a enfermedad en individuos
inmunoldgicamente virgenes. Los virus con muchos serotipos diferentes y los capaces de
cambiar sus determinantes antigénicos encuentran con facilidad poblaciones virgenes desde
el punto de vista inmunoldgico. ¢”

FACTORES GEOGRAFICOS Y ESTACIONALES

La distribucion geografica de un virus suele estar determinada por la presencia de
cofactores, vectores o una poblacidn susceptible. Muchos arbovirus se limitan al nicho
ecologico de los artrépodos vectores. Los transportes a nivel mundial estan eliminando
muchas restricciones geograficas para la distribucién de los virus. ¢”)

Las diferencias estacionales en la incidencia de las enfermedades viricas también
influyen en la diseminacién de los virus. Los virus respiratorios son mas prevalentes en
invierno, debido al hacinamiento y las condiciones de temperatura y humedad que facilitan la
transmisién o permiten su supervivencia en el medio ambiente. Los virus entéricos son mas
frecuentes durante el verano, posiblemente debido a una higiene menos efectiva. Las
diferencias estacionales en las enfermedades arboviricas reflejan el ciclo vital del artrépodo
vector o de su reservorio. )

Brotes epidémicos 2 De una infeccidn virica se deben muchas veces a la introduccion del
virus en una localidad nueva. El brote es iniciado por una fuente comun y es frecuente que la
identificacion de la fuente permita parar el brote. ¢”

Epidemias = Las epidemias ocurren en areas geograficas mas grandes y generalmente se
deben a la introduccién de una cepa nueva del virus en una poblacién susceptibles. ¢”

Pandemias 2 Son epidemias a nivel mundial y suelen deberse a la introduccién de un virus
nuevo. Las pandemias de gripe A se producen aproximadamente cada 10 ahos, causadas por
la introduccién de cepas nuevas del virus. ¢”

CONTROL DE LA DISEMINACION DE LOS VIRUS
La diseminacion de un virus se puede controlar mediante:
= Cuarentena.
» Buena higiene.

= Cambio del estilo de vida.
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= Eliminacion del vector.
» Factores culturales (Educaciéon y campanas masivas de informacion).
= Inmunizacion de la poblacion (Campaifas de Vacunacion).

Hace afos la cuarentena era el Unico medio para limitar las epidemias viricas, y resulta
mas efectiva para los virus que siempre producen sintomas. El procedimiento se usa en los
hospitales para limitar la diseminacién nosocomial de virus, sobre todo entre los pacientes de
alto riesgo. La higiene correcta de los objetos contaminados y la desinfeccién del suministro
de agua pueden limitar la diseminacion de virus entéricos. Los cambios del estilo de vida han
influido en la transmision del virus relacionada con la actividad sexual, por ejemplo, de VIH,
VHB y VHS. La eliminacion del artropodo o de su nicho ecoldgico se ha mostrado eficaz para
controlar los arbovirus. ¢”)

Uno de los mejores modos de limitar la diseminacion de los virus consiste en inmunizar
a la poblacion. La infeccién natural o la vacunacion protegen al individuo y reducen el tamafio
de la poblacién susceptible, necesaria para que continte la diseminacion virica. ¢”

Una cadena de transmision esta compuesta por los siguientes eslabones: (37)

Primer eslabéon: AGENTE es el elemento potencialmente capaz de producir enfermedad,
pudiendo ser de origen bacteriano, viral, parasitario o micotico (entre los de naturaleza
infeccioso). )

Segundo eslabén: FUENTE DE INFECCION (F1) es el lugar donde se encuentra el agente
causal de enfermedad. Pueden ser animales enfermos, convalecientes, portadores sanos,
reservorios, etc. que eliminan el agente causal de la enfermedad y/o la mantienen. Puede ser
el agua, como elemento inanimado, capaz de vehiculizar elementos biolégicos y no
bioldgicos. ¢7”

Tercer eslabon: VIA DE TRANSMISION (VT) es la forma de difusién del agente al
hospedero susceptible. )

Cuarto eslabén: VIA DE ELIMINACION (VE) del agente. ¢”

Quinto eslabén: VIA DE PENETRACION (VP) también llamada puerta de entrada, que
utiliza el agente para invadir al hospedero. ¢”

Sexto eslabon: HOSPEDERO SUSCEPTIBLE (HS) que es el animal propenso a contraer
enfermedad. ¢

El conocimiento de esta secuencia de eventos nos permite reconocer no solo la historia
natural de la enfermedad sino también cual es el eslabon mas débil de la cadena. De acuerdo
a la via de transmision, las enfermedades pueden ser clasificadas en enfermedades de
transmisién directa o indirecta. Cuando tengamos que actuar para prevenir, controlar o
eliminar una enfermedad debemos elaborar un plan sanitario con posibilidades de éxito. ©¢”
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4.6 GLOSARIO UP IV

A

Antropozoonosis

Enfermedades transmisibles del animal al hombre.

Anfixenosis

Enfermedades transmisibles en ambas direcciones.

Agente causal

Elemento, sustancia, fuerza animada o inanimada cuya presencia o
ausencia sirve de estimulo para desencadenar una enfermedad.

Agente etiolégico

Agente causal de una enfermedad.

Agente patégeno

Equivalente a un agente etioldgico.

Anademia Enfermedad contagiosa o no, epidémica o endémica en la que todos
los casos tienen un Unico origen (foco comun).
Anticuerpo Proteina producida por los vertebrados tras la exposicion a un

antigeno.

Antigenicidad

Equivalente a inmunogenicidad.

Antigeno

Proteina extrafia que provoca una respuesta inmune especifica.

B

Bacteriemia

Presencia de bacterias en sangre.

Brote Ocurrencia de una enfermedad que afecta a uno o mas animales.
C
Caso Individuo que cumple las condiciones de una situacion definida.

Ciclozoonosis

Zoonosis que requiere para su supervivencia mas de una especie de
vertebrados.

Comensal

Microorganismo localizado en la superficie de un organismo animal o
en su interior y que generalmente no produce enfermedad.

Contagiosidad

Caracteristica de una enfermedad o de su agente -etioldgico
consistente en transmitirse facilmente de forma directa (por contacto
entre animales) o indirecta (mediante vehiculos del tipo vectores o
fomites.

D

Determinante

Factor que cuando se modifica produce una alteracion en la salud de
una poblacion.

E

Endémica

Enfermedad que se presenta con una frecuencia constante en una
poblacion animal siendo ademas predecible ese nivel de presentacion.

Endégena

Caracteristica innata de un ser vivo.

Enfermedad

Proceso en el que se produce una alteracion de las funciones
corporales del animal. Puede acompanarse de sintomas y lesiones o
no.

Epidemia

Aumento repentino e impredecible del numero de casos de
enfermedad en una poblacion claramente excesivo con respecto a lo
gue cabria esperar.

Epidemiologia

Ciencia que estudia la enfermedad en el seno de una poblacién, su
frecuencia, evolucion y distribucion, asi como los factores que
determinan su aparicion. Se aplica en el control de los problemas
sanitarios y en la mejora de la productividad animal.

F

Foco Aparicién de casos de enfermedad en un “lugar”
Fomite Vehiculo inanimado.
Fraccién Elemento de accién de la defensa inmune creada por el hospedador.

inmunogénica

Indica si actia frente al agente, frente a toxinas del mismo...
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H
Hiperendémica Enfermedad endémica que afecta a una importante parte de la
poblacion.
Holoendémica Enfermedad endémica cuya prevalencia se mantiene constante a
través de un pais region o area.
Hospedero Ser vivo que alberga y mantiene en condiciones naturales a un agente
patdgeno.
|
Infeccidén Entrada y desarrollo o multiplicacion de un agente en el organismo
animal. Puede producir o0 no enfermedad.
Inmunosupresion Reduccion o anulacién de la capacidad de respuesta del sistema
inmune.
M
Metazoonosis Zoonosis que requiere para Su supervivencia un hospedador
vertebrado y otro invertebrado.
P
Pandemia Epidemia que afecta a una gran parte de la poblacion y que posee
una amplia difusion espacial.
Patogenicidad Capacidad de un agente infeccioso para producir enfermedad o grado
con gue un agente debilita a su hospedador.
Periodo de Periodo que abarca desde que el animal sufre la infeccion hasta que
incubacion aparecen los primeros sintomas.

Periodo de latencia |Periodo que abarca desde que se produce la infeccién en un animal
hasta que se alcanza la diseminacion de esa infeccion en todo el
organismo del animal. Es mas corto que el periodo de incubacion y
suele ser semejante al periodo de prepatencia.

Periodo de Periodo que abarca desde que el animal sufre la infeccion hasta que

prepatencia pasa a ser infectante, bien por que se ha multiplicado o bien por que
ha sufrido un paso mas en su desarrollo evolutivo.

Portador Ser vivo que alberga un agente patdgeno en su organismo en

ausencia de enfermedad clinica y que puede actuar de fuente de
infeccion en un momento dado.

S
Saprozoonosis Zoonosis que requiere para su supervivencia un medio no vivo,
generalmente el suelo o el agua.
Serologia Estudio de las reacciones antigeno- anticuerpo.
Seropositivo Ser vivo cuyo nivel o titulo de anticuerpos sugiere que ha existido una
infeccion en el pasado.
Seroprevalencia Proporcion de una poblacion que ha resultado seropositiva a una
infeccion.
T
Transmisién Todo mecanismo por el que un agente se distribuye en una poblacion
animal, pasando de un individuo a otro.
Transmisién De un individuo de la poblacién a otro contiguo.
horizontal
Transmisién Transmision de un agente causante de enfermedad mediante un ciclo
indirecta indirecto.
Transmision vertical | De un individuo de la poblacion a su descendencia.
U
Umbral Incidencia a partir de la cual puede considerarse que un proceso
epidemioldgico epidémico esta en curso.
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V

Vacuna

Producto que tiende a inducir de forma artificial una respuesta inmune
frente a un agente patdgeno infectante.

Variabilidad de un

Capacidad mutante de un agente ante ciertas condiciones cambiantes

agente del ambiente o del hospedador.

Vector Vehiculo animado (generalmente se considera como tales a los
artrépodos).

Vehiculo Objeto, animado o inanimado que actuando como intermediario

facilita la transmisién de una agente entre seres vivos al poner en
contacto a ambos.

Vigilancia activa

Vigilancia epidemioldgica en que la informacion es recogida de forma
dinamica y regular sobre los participantes en el programa de
vigilancia.

Vigilancia de
agregados

Vigilancia epidemioldgica en que la informacién es recogida de forma
dindamica y regular sobre los participantes en el programa de
vigilancia.

Vigilancia de casos

Vigilancia epidemioldgica de una enfermedad basada en la recogida
de datos en cada caso definido.

Vigilancia centinela

Vigilancia de un evento relacionado con la salud en una Unica muestra
de la poblacién (que constituye las unidades centinela) expuesta a a
riesgo.

Vigilancia
epidemiolégica

Recogida sistematica de informacion, organizacion y analisis de la
misma, asi como la diseminacién de esa informacion a aquellas
entidades o individuos que deben conocerla para desarrollar
estrategias de actuacion.

Vigilancia
laboratorial

Vigilancia epidemioldgica es en la que el punto de partida es la
identificacién y aislamiento de un organismo particular en el
laboratorio.

Vigilancia pasiva

Vigilancia epidemioldgica en que la informacidn no se recoge de forma
dindmica en los participantes sino que se utilizan datos existentes
previamente (historiales, etc.).

Vigilancia rutinaria

Recogida sistematica de datos especificos con el fin de seguir una
enfermedad o evento relacionado con la salud.

Vigilancia seroldgica
(serovigilancia)

Vigilancia de una enfermedad por medio de la medicion de
anticuerpos especificos frente a la misma en una poblacién o muestra.

Viremia

Presencia de agentes virico en sangre.

Virulencia

Potencia de un agente patdgeno para producir la enfermedad en un
hospedero.

Z

Zooantroponosis:

Enfermedades transmisibles del hombre a los animales.

Zoonosis

Infeccion/enfermedad que en la naturaleza es compartida por el
hombre y otros vertebrados de forma natural trasmitiéndose entre
ellos. Existen diversos tipos, directa, ciclozoonosis, metazoonosis y
$aprozoonosis.

Zoonosis directa

Zoonosis que requiere para su supervivencia una Unica especie de
hospedador.
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DISCUSION

Este trabajo consta de 4 unidades programaticas, abarcando la historia, los conceptos
basicos, la replicacidon, las diversas técnicas de diagnodstico, patogénesis y epidemiologia.
Cada uno de estos, se divide en diferentes subtemas que nos van llevando a un mejor
entendimiento, es decir, se desglosa cada uno de los conceptos.

El texto comienza con una recopilacion de los hechos mas sobresalientes a lo largo del
tiempo (Unidad Programatica 1), haciendo uso de imagenes. A continuacidon se enuncian los
conceptos basicos de la virologia, tales como virus, las partes que lo conforman y su funcion,
los tipos de virus; una clasificacion que conjuga todas las que actualmente se utilizan para su
estudio, diferentes imagenes y fotografias de virus representativos, y algunos virus y las
enfermedades que causan.

En la Unidad Programatica 2 se toca el tema de la replicacion viral en toda su
extension; se describen todos los procesos y mecanismos que se llevan a cabo para que un
virus haga su "funcion”, es decir, su ingreso a la célula, su multiplicacion y su liberacion para
infectar a otras y causar la enfermedad, asi como los factores que intervienen en estos. Al
final de esta unidad se nombran a los virus que afectan a las bacterias, los bacteriéfagos,
explicando sus mecanismos de infeccidn asi como esquemas e imagenes.

Para poder combatir las enfermedades que causan los virus, es de vital importancia
hacer un diagndstico preciso, y para esto es necesario conocer perfectamente las técnicas y
sus métodos; los fundamentos y materiales que se utilizan en el laboratorio clinico, desde lo
mas sencillo y accesible hasta las técnicas mas avanzadas; todo esto se tocan a detalle en la
Unidad Programatica 3; se profundiza en cada una de las técnicas divididas en los diferentes
tipos segin su fundamento (cultivos celular, fisicos, quimicos, microscopia, inmunoldgicas,
biologia molecular, métodos cuantitativos y cualitativos). Al final de esta unidad se enuncia
bajo que condiciones debe de funcionar un laboratorio dedicado al diagndstico viral, asi como
el control de calidad que se lleva a cabo dentro del mismo.

La secuencia de la informacion nos lleva a la Unidad Programatica 4, en la cual, ya con
todo el conocimiento adquirido, se toca la manera como los virus afectan al organismo
(hospedero) y sus diferentes etapas, es decir, desde su entrada hasta la salida; enunciando
las vias, los periodos de incubacidon segun el tipo de virus, como se distribuyen a través del
hospedero afectandolo, ademas de los diferentes tipos de infecciones. Es muy interesante
como el organismo reacciona ante la presencia de agentes extrafos, esto se manifiesta a
través del sistema inmune, se nombran los diferentes mecanismos que se activan y su
proceso haciendo uso de imagenes para un mejor entendimiento.

En base a lo anterior, la forma de contrarrestar los efectos nocivos de los virus, es
decir, las vacunas y los medicamentos que se utilizan para combatir las enfermedades
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causadas, tienen un papel muy valioso dentro de este compendio, de esta manera se
nombran los mas representativos divididos segun su mecanismo de accién.

Estas enfermedades han golpeado a la humanidad en las formas mas catastroficas, por
lo cual es necesario tener un control sobre las poblaciones, informandola y previniéndola en
lo referente a su transmision, factores que la favorecen, los hospederos mas susceptibles, asi
como la secuencia que recorre la enfermedad.

Es importante conocer una variedad de conceptos que se utilizan a través de todo el
compendio, sobre todo en la ultima Unidad, es por eso que se crearon dos glosarios, uno
para la Unidad Programatica 1 y otro general al final del todo texto.

La informacidn con respecto a la virologia cambia y se actualiza de manera rapida, y en la
actualidad la velocidad con que sucede no permite en algunas ocasiones obtenerla de primera
mano o entenderla de la mejor manera, es por eso que este tipo de trabajos son de gran
utilidad, mas no el Unico, es un buen principio para adentrarse y continuar una o varias lineas
de investigacion.
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CONCLUSIONES

Durante muchos afios el hombre ha luchado por combatir enfermedades que lo han
aquejado logrando tener éxito en muchas ocasiones y en otras tantas en espera de él. Entre
tantas enfermedades que causan la muerte, las virales son las que, junto con el cancer y la
diabetes, estan acabando con la vida humana en este planeta.

Un arma infalible contra esta situacion es la informacién, la cual no siempre esta al
alcance de toda la gente; debido a esto el equipo dedicado a la salud, en el cual estamos
incluidos nosotros los QFB's, debe informarse dia con dia con el afan de entender mejor cada
una de las enfermedades. Con el presente trabajo se realizd la recopilacion y actualizacion de
la informacion para comunicar la importancia del pequefio mundo que nos vigila, asi como
crear conciencia y fomentar el interés en todo lo relacionado con los virus, sobre todo en el
diagnostico y el tratamiento.

El principal objetivo que se pretende alcanzar es inducir a los alumnos de la carrera de
Quimico Farmacéutico Bidlogo, como profesionistas del area de la salud, a comprometerse
con su funcién en la sociedad procurando su bienestar y seguridad. Y que mejor manera de
hacerlo que con informacién actual y completa, la cual es dificil de obtener a primera mano,
por lo que estamos seguros que este compendio sera un buen comienzo para emprender una
linea de investigacion a través de las diferentes vertientes que ese pequefio mundo nos
ofrece.

Ademas de los anterior, se habré un panorama mas amplio en lo que se refiere al
campo laboral para el QFB, dandole a conocer las diferentes areas de desarrollo, dando pie a
no cerrarse a una sola actividad profesional y al aprendizaje constante, del cual ningun
profesionista esta exento.
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GLOSARIO

A

Agent causal

Elemento, sustancia, fuerza animada o inanimada cuya
presencia o ausencia sirve de estimulo para desencadenar una
enfermedad.

Agente etiolégico

Agente causal de una enfermedad.

Agente patdégeno

Equivalente a un agente etioldgico.

Anademia

Enfermedad contagiosa o no, epidémica o endémica en la que
todos los casos tienen un unico origen (foco comun).

Anfixenosis

Enfermedades transmisibles en ambas direcciones.

Anticuerpo

Proteina producida por los vertebrados tras la exposicion a un
antigeno.

Antigenicidad

Equivalente a inmunogenicidad.

Antigeno

Proteina extrafia que provoca una respuesta inmune especifica.

Antropozoonosis

Enfermedades transmisibles del animal al hombre.

Acido ribonucleico heteronuclear.

ARNhAnN
ASF Factores de splicing alternativos
ATCC American Type Culture Collection

B

Bacteriemia

Presencia de bacterias en sangre.

Ocurrencia de una enfermedad que afecta a uno o mas

Brote animales.

C
Caso Individuo que cumple las condiciones de una situacion definida.
CGRP Producto relacionado al gen de la calcitonina

Ciclozoonosis

Zoonosis que requiere para su supervivencia mas de una
especie de vertebrados.

CMV Citomegalovirus.
Microorganismo localizado en la superficie de un organismo
Comensal animal o en su interior y que generalmente no produce

enfermedad.

Contagiosidad

Caracteristica de una enfermedad o de su agente etioldgico
consistente en transmitirse facilmente de forma directa (por
contacto entre animales) o indirecta (mediante vehiculos del
tipo vectores o fomites.

CPA

Célula presentadora de antigeno.

D

Determinante

Factor que cuando se modifica produce una alteracion en la
salud de una poblacién.

DMS Dimetilsulfoxido.
E
Enfermedad que se presenta con una frecuencia constante en
Endémica una poblacién animal siendo ademas predecible ese nivel de

presentacion.
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Endégena

Caracteristica innata de un ser vivo.

Enfermedad

Proceso en el que se produce una alteracién de las funciones
corporales del animal. Puede acompanarse de sintomas y
lesiones o no.

Epidemia

Aumento repentino e impredecible del nimero de casos de
enfermedad en una poblacidn claramente excesivo con respecto
a lo que cabria esperar.

Epidemiologia

Ciencia que estudia la enfermedad en el seno de una poblacion,
su frecuencia, evolucion y distribucion, asi como los factores
que determinan su aparicion. Se aplica en el control de los
problemas sanitarios y en la mejora de la productividad animal.

ETS Enfermedades de transmision sexual.

Exantema

Ex6n Secuencia de ARNm que codifica un polipéptido
F

FISH Fluorescence /n situ hybridation.

Foco Aparicion de casos de enfermedad en un “lugar”

Fomite Vehiculo inanimado.

Fracciéon inmunogénica

Elemento de accion de la defensa inmune creada por el
hospedador. Indica si actla frente al agente, frente a toxinas
del mismo.

H

Hiperendémica

Enfermedad endémica que afecta a una importante parte de la
poblacion.

Holoendémica

Enfermedad endémica cuya prevalencia se mantiene constante
a través de un pais regién o area.

Ser vivo que alberga y mantiene en condiciones naturales a un

Hospedero agente patdgeno.
HPLC /,-//'g(; performance //qu/_d chromatography. cromatografia de
liguidos de alto rendimiento
HRPE Células del epitelio pigmentario de la retina humana
HSMS Human smooth muscle cells
HUVEC Células endoteliales del cordon umbilical humano
I
ICTV International committee on taxonomy of viruses
IFD Inmunofluorescencia directa.
IL Interleucuna.
L, Entrada y desarrollo o multiplicacion de un agente en el
Infeccion

organismo animal. Puede producir o no enfermedad.

Inmunosupresiéon

Reduccion o anulacion de la capacidad de respuesta del sistema
inmune.

Intrén Secuencia de ARNm que no codifica a ningtin polipéptido.
K

KSHV Herpesvirus humano 8.
M

Mab™s Sobrenadantes de anticuerpos monoclonales.

Metazoonosis

Zoonosis que requiere para su supervivencia un hospedador
vertebrado y otro invertebrado.
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O
OMS Organizacion mundial de la salud.
P
Pandemia Epidemia que afecta a una gran parte de la poblacion y que

posee una amplia difusion espacial.

Patogenicidad

Capacidad de un agente infeccioso para producir enfermedad o
grado con que un agente debilita a su hospedador.

PBS
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa.
PEES Panencefalitis esclerosante aguda

Periodo de incubacién

Periodo que abarca desde que el animal sufre la infeccién hasta
gue aparecen los primeros sintomas.

Periodo de latencia

Periodo que abarca desde que se produce la infeccién en un
animal hasta que se alcanza la diseminacion de esa infeccién en
todo el organismo del animal. Es mas corto que el periodo de
incubacion y suele ser semejante al periodo de prepatencia.

Periodo de prepatencia

Periodo que abarca desde que el animal sufre la infeccién hasta
que pasa a ser infectante, bien por que se ha multiplicado o
bien por que ha sufrido un paso mas en su desarrollo evolutivo.

Ser vivo que alberga un agente patégeno en su organismo en

Portador ausencia de enfermedad clinica y que puede actuar de fuente
de infeccion en un momento dado.
R
RFLP Restriction framents length polymorphysm.
Rpm Revoluciones por minuto

S

Saprozoonosis

Zoonosis que requiere para su supervivencia un medio no vivo,
generalmente el suelo o el agua.

Sarcoma de Kapossi

SARS

Sindrome respiratorio agudo severo

Senescencia

Serologia

Estudio de las reacciones antigeno- anticuerpo.

Seropositivo

Ser vivo cuyo nivel o titulo de anticuerpos sugiere que ha
existido una infeccién en el pasado.

Seroprevalencia

Proporcién de una poblacion que ha resultado seropositiva a
una infeccion.

T

Transmision

Todo mecanismo por el que un agente se distribuye en una
poblacién animal, pasando de un individuo a otro.

Transcripcion

Transfeccion

Transmisién horizontal

De un individuo de la poblacion a otro contiguo.

Transmisién indirecta

Transmisién de un agente causante de enfermedad mediante
un ciclo indirecto.

Transmision vertical

De un individuo de la poblacion a su descendencia.
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U

UHA

Unidad hemaglutinante

Umbral epidemiolégico

Incidencia a partir de la cual puede considerarse que un
proceso epidémico esta en curso.

\Y

Vacuna

Producto que tiende a inducir de forma artificial una respuesta
inmune frente a un agente patdgeno infectante.

Variabilidad de un agente

Capacidad mutante de un agente ante ciertas condiciones
cambiantes del ambiente o del hospedador.

VEB Virus Epstein — Barr

Vector Vehl',culo animado (generalmente se considera como tales a los
artrépodos).
Objeto, animado o inanimado que actuando como intermediario

Vehiculo facilita la transmision de una agente entre seres vivos al poner
en contacto a ambos.

VHB Virus de la hepatitis B

VHC Virus de la hepatitis C

VHE Virus de la hepatitis E

Vigilancia activa

Vigilancia epidemioldgica en que la informacién es recogida de
forma dinamica y regular sobre los participantes en el programa
de vigilancia.

Vigilancia de agregados

Vigilancia epidemioldgica en que la informacién es recogida de
forma dinamica y regular sobre los participantes en el programa
de vigilancia.

Vigilancia de casos

Vigilancia epidemioldogica de una enfermedad basada en la
recogida de datos en cada caso definido.

Vigilancia centinela

Vigilancia de un evento relacionado con la salud en una Unica
muestra de la poblacién (que constituye las unidades centinela)
expuesta a a riesgo.

Vigilancia epidemiolégica

Recogida sistematica de informacion, organizacion y analisis de
la misma, asi como la diseminacion de esa informacion a
aquellas entidades o individuos que deben conocerla para
desarrollar estrategias de actuacion.

Vigilancia laboratorial

Vigilancia epidemioldgica es en la que el punto de partida es la
identificacion y aislamiento de un organismo particular en el
laboratorio.

Vigilancia pasiva

Vigilancia epidemioldgica en que la informacion no se recoge de
forma dinamica en los participantes sino que se utilizan datos
existentes previamente (historiales, etc.).

Vigilancia rutinaria

Recogida sistematica de datos especificos con el fin de seguir
una enfermedad o evento relacionado con la salud.

Vigilancia serolégica
(serovigilancia)

Vigilancia de una enfermedad por medio de la medicién de anticuerpos
especificos frente a la misma en una poblacién o muestra.

VIH Virus de la inmunodeficiencia humana.

Viremia Presencia de agentes virico en sangre.

Virulencia Potencia de un agente patdgeno para producir la enfermedad
en un hospedero.

VLHT Virus de la leucemia humana de las células T

VPH Virus del papiloma humano

VRS Virus respiratorio sincinal
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Z

<

Zooantroponosis:

Enfermedades transmisibles del hombre a los animales.

<

Zoonosis

Infeccidon/enfermedad que en la naturaleza es compartida por el
hombre y otros vertebrados de forma natural trasmitiéndose
entre ellos. Existen diversos tipos, directa, ciclozoonosis,
metazoonosis y saprozoonosis.

<

Zoonosis directa

Zoonosis que requiere para su supervivencia una Unica especie
de hospedador.
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Pagina | Figura Descripcidn

Estructuras de un virus con capside desnuda (arriba, izquierda) y
de otro con envoltura, dotados de una nucleocapside icosaédrica
30 1 (izquierda) o de una ribonucleocapside helicoidal (derecha). La
ribonucleocapside helicoidal esta formada por proteinas viricas
asociadas con un genoma RNA.“?

Ensamblaje de la capside icosaédrica de un picornavirus. Las
proteinas individuales se asocian en subunidades que se asocian

31 2 |en protdmeros, capsémeros y una procapside vacia. La inclusién
del genoma RNA (+) desencadena su conversion en la capside
final.“*?

42 3 | Clasificacién de los virus®

44 4 |Replicacion general de un virus icosahédrico desnudo.

Curva de crecimiento en un solo ciclo de un virus liberado
mediante lisis celular. Los diferentes estadios estan definidos por
45 5 la presencia o ausencia de componentes viricos visibles (periodo
de eclipse), virus infecciosos en el medio (periodo latente) o
sintesis de macromoléculas ( fase precoz/ tardia). %

Curva de crecimiento y tamafo del estallido de virus

4> 6 representativos. ‘%)
Esquema del trimero de la glucoproteina hemaglutinina del virus
influenza A, un ejemplo de proteina espicular. La region para unién

47 7 al r_eceptor celular e_s’Fé descubierta en I_a superﬁcie de la prc_)tel'na
espicular. En condiciones de leve acidosis, la HA cambia de
conformacidon para exponer una secuencia hidrofébica en Ila
“region de fusion”.

47 8 quuema del mega_nismo_ de reconoc_:imiento entre la nucleoporina
Rip 1p y un Dominio Activador asociado a un cofactor celular.

48 9 Fase de entrada de un virus icosahédrico envuelto.

48 10 |Esquema que muestra la Fase de entrada del Rabdovirus.*”

49 11 | Introduccion por viropexis de una particula viral a una célula.

La imagen de la izquierda muestra 4 particulas virales, de las
cuales una es la que esta ingresando a la célula. Lo normal es el
ingreso de una sola particula. La de derecha muestra la particula
viral que ha ingresado a la célula y se encuentra en el hoyo
cubierto. La membrana de la célula se ha reparado, hecho normal
50 12 |en la biologia celular. Una vez en el citoplasma, el virus
generalmente ingresa a los endosomas, a los cuales se les unen
los Iiscggmas, gue producen la liberacién del acido nucleico del
virus.
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50

13

Esquema de la penetracion a una célula y desnudamiento del virus
de influenza. Notese que para que sea liberado el DNA viral es
necesaria una acidificacion del medio.

51

14

Esquema de la penetracion a una célula y desnudamiento del
Rabdovirus.

51

15

El virdn del Rabdovirus debe contener una polimerasa y producir 5
ARNm individuales y una plantilla ARN (+) de longitud completa.

53

16

Esquema de una célula infectada por un virus que ha introducido
su ADN viral.

53

17

Replicacion del Rabdovirus.
@ Se traducen las proteinas a partir de los ARNm, incluyendo
una glucoproteina (GP) que experimenta glucosilacion en el
reticulo endoplasmico (RE), es procesada en el aparato de
Golgi y pasa a la membrana celular.
® El genoma se replica a partir de la plantilla ARN (+), y las
proteinas N, L y NS se asocian con el genoma para formar la
nucleocapside.*?

54

18

Endosoma con particulas virales en su interior. Las mas oscuras
(electrodensas) son virus que ingresaron al endosoma y estan
intactos. Las mas claras son particulas virales que han empezado a
desmembrarse.

56

19

Receptores celulares de entrada y salida de virus.

56

20

Las dos vias principales para la inhibicién de la sintesis de
proteinas viricas por el interferén. Un mecanismo implica la
induccién de una polimerasa inusual (2-5A sintetasa), que es
activada por el ARN bicatenario. La enzima activada sintetiza un
trinucledtido de adenina inusual con un enlace 2’ 5’ fosfodiéster. El
trinucledtido activa una endonucleasa que degrada el ARNm. El
otro mecanismo implica la induccion de una proteina cinasa que
inactiva el factor de iniciacion eIF-2 mediante fosforilacién de una
de las subunidades para evitar la iniciacion de la sintesis de
proteinas. ¥

58

21

En esta imagen se puede ver una particula viral liberandose
(brotando) a través de la membrana plasmatica. Debajo de ella,
un grupo numeroso de ensambles del acido nucleico y los
capsomeros (nucleocapside) esperando su turno para brotar y asi
constituir la progenie viral. **)

59

22

La imagen de la izquierda muestra dos particulas virales en la
etapa de liberacion. La imagen de la derecha muestra una
particula viral brotando y arrastrando con ella, parte de la
membrana plasmética. ¥

59

23

La imagen (a) muestra una particula viral en la etapa de
liberacion. La imagen (b) de muestra una particula viral una vez
liberada en el medio extracelular. **)

60

24

Esquema de los ciclos litico y lisogénico de un bacteriéfago.

177




APENDICE DE FIGURAS

60

25

Esquema de un bacteriéfago visto en diferentes angulos de 3D.

69

26

Medios para cultivo primario

69

27

Fibroblastos humanos

70

28

Esquema que presenta el desarrollo de un cultivo celular desde
cultivo primario, cepa celular hasta convertirse en linea celular,
mostrando los factores que influyes para los procesos de
diferenciacion, desdiferenciacion y neoplasia. “?

74

29

Evolucion de una linea celular hipotética. Comportamiento a lo
largo de las semanas. Figura de Freshney, 1987, p.8.

74

30

Embridn de pollo.

75

31

Rata wistar.

90

32

Analisis de neutralizacién, hemaglutinacion e inhibicion de la
hemaglutinacién. En el analisis mostrado se incuban suero diluido
1:10 con el virus, esto se afiade después a cultivos celulares o
hematies. En ausencia de anticuerpos, el virus infecta la monocapa
(indicado por ECP) y produce hemaglutinacion (formacion de una
suspension de hematies similares a un gel). En presencia de
anticuerpos se bloquea la infeccion (neutralizacion) y se inhibe la
hemaglutinacion (IH), permitiendo que los hematies formen un
grumo. El titulo de anticuerpos de la muestra es 100. “9

91

33

Enzimoinmunoanalisis para cuantificacion de anticuerpos o
antigenos. Deteccidn de anticuerpos: 1-> El antigeno virico
obtenido de células infectadas, viriones, o ingenieria genética, se
fija @ una superficie. 2-> Se afnade suero del paciente y se deja
que se una al antigeno. Se elimina el anticuerpo unido. 3> Se
ahade anticuerpo antihumano conjugado con enzima, y se lava el
anticuerpo unido. 4> Se anade sustrato. 5> Es convertido en
cromoforo, precipitado o fluorescencia. Captura o deteccién del
antigeno: 1-> El anticuerpo antivirico se fija a una superficie. 2>
Se afiade la muestra que contiene el antigeno, y se lava el
antigeno no unido. 3= Se afiade un segundo anticuerpo
(antivirico) para detectar el antigeno capturado. 4= Se afiade
antianticuerpo conjugado con enzima, se lava y después, 5>Se
afade sustrato, que es, 6> Convertido en cromdforo, precipitado
o fluorescencia. “?

96

34

Analisis Western Blot de antigenos y anticuerpos contra el VIH. Los
antigenos proteinicos de VIH se separan mediante electroforesis y
se depositan en tiras de papel de nitrocelulosa (manchas). La tira
se incuba con anticuerpo del paciente, se lava para eliminar el
anticuerpo no unido y después se hace reaccionar con anticuerpo
antihumano conjugado con enzima y sustrato croméforo. El suero
de un individuo infectado por el VIH se fijara e identificara las
proteinas antigénicas mayores del VIH. Entre los cuatro sueros
mostrados, solo el suero 7 reconoce todos los antigenos y es
definitivamente positivo.
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98 35 |Esquema de las técnicas de analisis viroldgico.

100 36 |Esquema de la Reaccion en cadena de la polimerasa.
101 37 |Esquema de la técnica Southern Blot.

101 38 | Hibridacion de los acidos nucleicos.

Analisis de células infectadas por virus mediante sonda de DNA.
Las células infectadas se pueden localizar en secreciones tisulares
preparadas histoldégicamente, utilizando sondas de DNA tan
pequefas como nueve nucledtidos o plasmidos bacterianos que
contengan el gen virico. Se afiade a la muestra una sonda de DNA
marcada. En este caso la sonda de DNA esta marcada con timidina
102 39 |modificada con biotina pero también se puede usar la
radioactividad. La muestra se calienta para desnaturalizar el DNA,
y se enfria para permitir la hibridacion de la sonda con la
secuencia complementaria. Se anade avidina marcada con enzima
para que se una a la biotina en la sonda. La adicion del sustrato
apropiago coloreara los nucleos de las células infectadas por el
virus.

Northern Blot; Muestra el ARNm de la b-actina en diferentes
103 40 tejidos

114 41 |Vias de entrada de los virus humanos mas importantes.

117 42 | Esquema general de la diseminacién viral en el humano.

118 43 | Organos blanco de los virus mas significativos.

A- Fases de la infeccidn virica: el virus es liberado desde un
individuo, adquirido por otro, se multiplica e inicia una infeccién
primaria en el sitio de contagio. Dependiendo del virus, puede
diseminarse a otros sitios corporales hasta alcanzar por ultimo el
tejido diana caracteristico de la enfermedad. El ciclo se continla
con la liberacidn de nuevos virus. El grosor de la flecha indica
amplificacion del indculo original mediante multiplicacién. Las cajas
indican un foco o causa de sintomas. B- Curso cronoldgico de la
infeccidn virica: el curso de los sintomas y la respuesta inmune
guardan relacién con la fase de la infeccion y con que el virus
produzca sintomas en el lugar primario o solo tras diseminacion a
otro foco (foco secundario). “%

120 44

Mecanismos de transformacion/ inmortalizacién por los virus. El
crecimiento celular esta controlado por el equilibrio de activadores
externos e internos (aceleradores) y depresores como la proteina
p53 y el producto del gen del retinoblastoma (RB) (frenos). Los
virus oncogénicos alteran el equilibrio al eliminar frenos o
potenciar aceleradores. “*?

124 45

El esquema muestra la infeccidon aguda y varios tipos de infeccion
persistente, ilustradas por las enfermedades que se indican en la
125 46 | columna de la izquierda. Los rectangulos verticales en color verde
ilustran los episodios de enfermedad. PEES, panencefalitis
esclerosante subaguda. “*?

179



APENDICE DE FIGURAS

Inmunidad antivirica especifica de antigeno. La respuesta inmune
es iniciada por fagocitosis, protedlisis y presentacion del antigeno
en células de linaje macrofagico. Se activan células T facilitadoras

129 47 especificas de antigeno y de hipersensibilidad tipo tardio (HTT),
(co;w liberacién de linfocinas que activan las células B y T citoliticas.
40

133 48 | Progreso cronoldgico de los diferentes tipos de vacunas. ¥

139 49 | Herpes labial.

143 50 |Herpes Zoster.

145 51 | Queratoconjuntivitis por herpes.

147 52 | Cuadro de la actividad de los interferones.

Las dos vias principales para la inhibicién de proteinas viricas por
el interferén. Un mecanismo implica la inducciéon de una
polimerasa inusual (2-5A sintetasa), que es activada por el ARN
bicatenario. La enzima activada sintetiza un trinucleétido de

148 53 |adenina inusual con un enlace 2°5" fosfodiéster. El trinucledtido
activa una endonucleasa que degrada el ARNm. El otro mecanismo
implica la induccion de una proteina cinasa que inactiva el factor
de iniciacion eIF-2 mediante fosforilacién de una de las
subunidades para evitar la iniciacidn de la sintesis de proteinas. “%

152 54 |Herpes genital.

La infeccién de una poblacion es similar a la de un individuo, en el
sentido de que el virus debe diseminarse a través de la poblacion y
161 55 |es controlado por la inmunizacion. Para sobrevivir, los virus tienen
que seguir infectando a nuevos hospederos susceptibles,
inmunoldgicamente virgenes.
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Pagina| Tabla Descripcion

11 1 Historia de los virus.

28 2 Caracteristicas comparadas entre los virus y otros microorganismos.

29 3 Factores ambientales que afectan a los virus.?

30 4 Organizacion de los virus.

31 5 Partes que cpnstituyen a Io§ viru,s relacionadas
con su funcién y composicion quimica.

32 6 Métodos para el estudio de los virus.

35 7 Clasificacion de los virus. En ésta cIasificacié,n solo incluiremos a virus que
afectan a los animales y con importancia medica.

44 8 Fases de la replicacion viral por etapas tanto fisioldgicas como patogénicas.

62 9 Situaciones clinicas mas comunes y los diversos casos en los que se puede
sospechar de las mismas. *9)
CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y BIOFISICA DE LOS VIRUS. Existen muchas

66 10 pruebas de caracterizacion y clasificaciélj bioquimica v fisica de los virus. En la
tabla siguiente se muestran las caracteristicas de los virus para esta
clasificacién. 9

67 11 Ventajas y desventajas del cultivo celular.

71 12 Lineas celulares de mayor uso en el estudio de virus humanos.

73 13 Microfotografias Electronicas de las cepas y lineas celulares mencionadas.

83 14 Lista de Io,s virus mas representativos y los eritrocitos que proporcionan una
aglutinacion.

115 15 Tiempo de incubacién media de algunas infecciones virales.

121 16 Tipos de infeccion viral relacionadas con la produccion viral correspondiente
y el efecto que provocan en la célula. *¥

122 17 Mecanismos que provocan la lisis celular en una infeccién citolitica.

132 18 | Ventajas y desventajas de las vacunas antivirales. ©*®

133 19 | Calendario oficial de vacunacién en México. ©®

134 20 Vias de gdministracién y origen_ ,(generacién),_tlje las vacunas tradicior_mallles.
CC (Cultivo celular, 32 generacion), EP (embrién de pollo, 22 generacion). ©®
Vacunas de aplicacién ocasional, indicandose su via de administracion, origen y

134 21 generacion. CC (Cultivo Célular, 32 generacion), EP (Embrion de pollo, 22
generacion) y AL (Animales de Laboratorio, 12 generacién). ©®

136 2 CIasifica.cién de los medicamentos antivirales de acuerdo al efecto que producen
en los virus. “¥
Factores que afectan la transmision de los virus desnudos. Estos virus son

161 23 transmitidos en general por via respiratoria o feco-oral, y muchas veces se
contagian a través de objetos contaminados (fomites). ¢

162 24 Factores que afectan la transmision de los virus envueltos.
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