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I. INTRODUCCION

Los virus son elementos genéticos que necesitan a las células para poder
reproducirse, por lo que son pardsitos intracelulares obligados. Su genoma
contiene informacién genética insuficiente para replicarse de manera
independiente (Madigan, 2004). Pueden replicarse independientemente de los
cromosomas de una célula, pero no independientemente de dicha célula. A fin
de multiplicarse, los virus deben entrar en una célula hospedera, en la cual se
aprovechan de la maquinaria metabdlica codificada por los cromosomas de la
misma.

Asi, los virus pueden conferir importantes propiedades a su hospedero. Estas
propiedades seran heredadas cuando la célula se divida, si las dos células
hijas heredan el genoma virico. Frecuentemente estos cambios no son
dafiinos, e incluso pueden ser benéficos.

Los virus tienen una forma extracelular que los capacita para ser facilmente
transmitidos de un hospedero a otro, esta forma les ha permitido a los virus
replicarse dentro de un hospedero de una manera dafiina. Esta replicacion
destructiva es la causa de que algunos virus sean agentes causantes de
enfermedades.

Las infecciones por el virus sincitial respiratorio (VSR) figuran como la principal
causa de muerte en infantes, aunque la mortalidad relacionada con este virus
ha disminuido desde el desarrollo y uso de anticuerpos profilacticos, sin
embargo, estos tratamiento son muy costosos y se han aplicado unicamente en
nifios hospitalizados. EI VSR también origina bronquiolitis, neumonia y
exacerbaciones de enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) en edad
madura, lo cual lleva a tasas substanciales de hospitalizacion y muerte (Murata,
2008).

Las infecciones por VSR no provocan inmunidad de larga duracién, por lo tanto
el hospedero humano experimenta a lo largo del tiempo ciclos de infeccion y re-
infeccion. Afortunadamente, la enfermedad por VSR es leve en personas
sanas.

Los mecanismos que contribuyen a una inadecuada resistencia a este virus

aun no son bien conocidos, sin embargo las evidencias indican que algunas



proteinas del VSR pueden modular y evadir la respuesta inmune del hospedero
(Tripp, 2004).

Este virus infecta principalmente células epiteliales respiratorias, no obstante
algunos resultados sugieren que la infeccion se presenta en ciertas regiones
tisulares inmunoprivilegiadas. EI VSR puede infectar y persistir en macrofagos
alveolares de cerdos de guinea por mas de 60 dias post-infeccion (Hegele,
Hayashi, Bramley, & Hogg, 1994), en células B de bovinos infectadas
(Valarcher et al., 2001) vy persistir en los pulmones de ratén por mas de 100
dias post-infeccion (Rueda, Garcia-Barreno, & Melero, 1994).

La persistencia de este virus es importante en las enfermedades crénicas y
tiene implicaciones en el desarrollo de vacunas eficaces, ademas de las
estrategias para el diagnostico y tratamiento de estas enfermedades.

Los virus estan entre los mas numerosos microorganismos de nuestro planeta
e infectan a todos los tipos de organismos. Por lo tanto el estudio de los
mecanismos de infeccidn virales, permitird tener herramientas eficaces para

prevenir y erradicar su infeccion.



. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que el virus sincitial respiratorio es actualmente reconocido como el
agente viral mas importante de enfermedades pediatricas del tracto respiratorio
a nivel mundial y no existe una vacuna para prevenir las infecciones por este
virus, es relevante comprender los mecanismos que utiliza para sobrevivir y
posiblemente persistir en el hospedero. Por otro lado, cada vez se tiene un
mayor numero de datos que sugieren la persistencia del VSR en humanos.
Entre las estrategias que generalmente utilizan los virus para evadir la
vigilancia del sistema inmune, se encuentran: 1) la multiplicacion viral, 2)
alterar las funciones de la célula, 3) seleccionar, para permanecer en sitios
poco accesibles al sistema inmune (como el Sistema Nervioso Central) o bien
en las células del mismo sistema inmune, como macrofagos y linfocitos.

En los dltimos afios, ha aumentado el interés por estudiar las infecciones
virales persistentes, debido al desarrollo de técnicas altamente sensibles para
detectar proteinas y acidos nucleicos, Con estas metodologias se han
encontrado virus en pacientes con enfermedades crénicas y/o degenerativas
cuya etiologia se desconoce, sugiriendo asi que estos pueden ser los agentes

causales de enfermedades de esta indole.

[ll. OBJETIVO GENERAL

Analizar en la literatura reportada los mecanismos que utiliza el virus sincitial
respiratorio para el establecimiento de la persistencia en modelos de estudio in

Vivo e in vitro.

IV. OBJETIVOS PARTICULARES

» Analizar los diferentes mecanismos que utilizan los virus de RNA y DNA
para persistir en un organismo.

= Discutir los modelos de persistencia viral mas estudiados en virus de
RNA y DNA.

» Revisar las evidencias que sugieren persistencia del VSR en modelos in

Vivo e in vitro.



= Analizar los requerimientos que permiten el establecimiento de la
persistencia viral por el VSR.

= Describir los mecanismos que emplea el VSR para evadir la vigilancia
del sistema inmune del hospedero.

» Discutir los posibles sitios de persistencia del VSR, asi como su

importancia en la patogénesis de enfermedades crénicas en los modelos
de estudio in vivo e in vitro.

V. HIPOTESIS

El VSR cuenta con mecanismos que le permiten subsistir a la eliminacion de la
respuesta inmune del hospedero y persistir en lugares privilegiados, modulando
diversos procesos celulares.



VI. ANTECEDENTES

1. VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO

El virus sincitial respiratorio (VSR) fue aislado por primera vez en 1956 en un
chimpancé de laboratorio que presentd enfermedad semejante al resfriado
comun. Poco después, el mismo virus fue recuperado de infantes con
enfermedad respiratoria, y los estudios serolégicos indicaron que la infeccion
en infantes y en nifios era comuan(P.L. Collins & Crowe Jr., 2007). El VSR
actualmente es reconocido como el agente causal mas importante de
enfermedades pediatricas del tracto respiratorio a nivel mundial. En muchas
areas supera a otros microoganismos patdégenos, como los causales de
neumonia y bronquiolitis en infantes menores a un afio de edad.

Aunque es conocido primordialmente como un patégeno pediatrico, puede
infectar y causar enfermedades en individuos de todas las edades y puede ser
particularmente serio en poblacion de edad avanzada y en individuos
gravemente inmunodeprimidos, como los receptores de trasplante

hematopoyético de células madre (P.L. Collins & Crowe Jr., 2007).

2. CONSIDERACIONES EPIDEMIOLOGICAS

Las infecciones del tracto respiratorio inferior durante la infancia son un factor
de riesgo para el desarrollo posterior de padecimientos cronicos de las vias
respiratorias en adultos.

Estudios epidemioldgicos indican que la frecuencia y severidad de sintomas
pulmonares en adultos, estan asociados con antecedentes de enfermedad
respiratoria severa durante la infancia.

En diversos estudios los cuadros de neumonias en adultos con padecimientos
cronicos han demostrado la presencia del VSR en el 50% de los casos (Boeck,
1996).

A nivel mundial, la enfermedad aguda de las vias respiratorias es la causa
principal de la mortalidad por enfermedades infecciosas y el VSR sigue siendo
uno de los patdgenos considerados mas importantes para el desarrollo de

vacunas.



Las infecciones por el VSR se presentan principalmente en invierno e inicio de
la primavera, por lo que no es posible detectar el virus en otras estaciones del
ano.

En México, la Secretaria de Salud reportd que en 2005 las infecciones
respiratorias agudas (IRAS) figuran como la tercera causa de muerte en nifios
menores de un afio, mientras que las IRAS altas en octavo lugar para la misma
poblacion (SSA, 2009).

En nifios de entre 1 y 5 afios de edad, las IRAS bajas resultaron ser la segunda
causa de muerte, y las IRAS altas ocuparon el lugar nimero 17.

En adultos de edad post productiva (65 afos), la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) fue la cuarta causa de mortalidad, y las IRAS la
séptima.

En México las enfermedades respiratorias agudas se encuentran entre las
principales causas de muerte en nifios menores de 5 afos y adultos mayores.
Aunque la persistencia del VSR en humanos no se ha demostrado, existen
evidencias que la sugieren: a) las infecciones del tracto respiratorio inferior
durante la infancia son un factor de riesgo para el desarrollo posterior de
padecimientos cronicos de las vias respiratorias en adultos, b) neumonias en
adultos con padecimientos cronicos indican en diversos estudios la presencia
del VSR en el 50% de los casos, y c) el establecimiento de la infeccién

persistente en condiciones experimentales en diversas lineas celulares.

3. ESTRUCTURA Y BIOLOGIA MOLECULAR DEL VSR

El VSR tiene un solo serotipo, con dos grupos antigénicos A y B. Es un virus
envuelto, su material genético esta constituido de RNA de una sola cadena no
segmentado de 15385 nt y posee regiones no codificantes: “leader” y “trailer”
(Figura 1). Pertenece a la familia Paramixoviridae, subfamilia pneumovirinae.

El RNA viral codifica para 10 mRNA subgendémicos, cada uno tiene un marco
de lectura abierto, excepto M2 el cual contiene dos marcos de lectura abiertos,

uno codifica para la proteina M2-1 y otro para M2-2.



De las 11 proteinas codificadas, tres estan presentes en la superficie del virion.
La proteina F es responsable de la fusiébn de la membrana viral con la
membrana plasmatica del hospedero.

La funcion de la proteina SH es desconocida, aunque es prescindible para la
infeccion viral in vitro e in vivo. Wilson et al. demostraron que la proteina SH
tiene la funcion de inhibir la apoptosis durante la infeccion por VSR, al bloquear
la sefializacion de TNF-a (Wilson et al., 2006).

G es una glicoproteina tipo Il que se encuentra anclada en la membrana
celular, asi como en la forma soluble. Se ha considerado que G es la proteina
de union del VSR, en estudios se ha demostrado que los anticuerpos en contra
de ella, inhiben la union del virus (K.-F. R. Levine S, Paradiso PR., 1987).
Aunque el receptor celular para el virus actualmente no se ha caracterizado, se
tiene conocimiento de la unién de G a heparan sulfato.

No obstante, mientras G tiene una funcién primordial en la union, en tejidos de
cultivo este proceso también puede estar mediado por la proteina F (Karron et
al., 1997).

Como G y F son los dos antigenos protectores principales, es probable que el
VSR requiera de ambas proteinas para su eficiente union y entrada a la célula
hospedera (P.L. Collins & Crowe Jr., 2007) .

El VSR también codifica dos pequefias proteinas no estructurales, NS1 y NS2.
NS1 inhibe la induccién de IFN tipo | y NS2 inhibe la sefializacion de IFN tipo |,
activa la cinasa PI3K, y NF-kf3, ademas de inhibir el proceso de apoptosis. Se
ha reportado que la supresibn de algunas de estas proteinas atenua la
infectividad viral in vivo, sin embargo, las dos proteinas parecen ser
prescindibles para la replicacion viral in vitro (P. L. Collins & Graham, 2008).
Algunos autores han descrito que las proteinas correspondientes en el VSR
bovino (VSRB) parecen contrarrestar los efectos antivirales del interferén de
tipo I (P.L. Collins & Crowe Jr., 2007).
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FIGURA 1. Viriobn del VSR y genoma de RNA. (A) El genoma de RNA de sentido
negativo esta representado de 3"a 5°, mostrando las regiones extragénicas 3" leader y
5’trailer y los 10 genes virales (en rectangulos), de los cuales cada una se expresa
como mRNA. M2-1 y M2-2 son marcos de lectura abiertos sobrelapados del mRNA de
M2. Los genes M2 y L se enciman ligeramente, y L se expresa por polimerasa en
retroceso. (B) Micrografias electrénicas mostrando la desenvoltura del virién de VSR a
través de la membrana plasmatica de una célula infectada (izquierda) y un virién libre
(derecha). Se indican las funciones de las proteinas y longitud de aminoacidos en
paréntesis. (Modificado de P. L. Collins & Graham 2008 (P. L. Collins & Graham,
2008)).



TABLA 1. Caracteristicas de las proteinas del Virus Sincitial Respiratorio. Adaptado de
Hall, C.B., 2001 (Hall, 2001).

PROTEINA PESO FUNCION
MOLECULAR
(kilodaltones)

Proteinas Estructurales

Superficie

Fusion (F) 68 Penetracién, principal proteccion
antigénica

Unién (G) 90 Unién del virus, principal proteccion
antigénica

Hidrofébica pequefia (SH) 4.8-30 Inhibicién de la apoptosis
Media la union de la nucleocapside de la

Matriz (M) 28 envoltura

Pequefa envoltura (M2) 22 Regulacién transcripcional

Asociadas a la nucleocapside

Nucleoproteina (N NP) 44 Principal proteina unién a RNA

Fosfoproteina (P) 37 Principal proteina fosforilada, actividad
de polimerasa dependiente de RNA

Complejo polimerasa largo (L) 200 Proteina asociada a la nucleocapside,

principal subunidad de polimerasa,
actividad de polimerasa dependiente de
RNA

4. CICLO DE REPLICACION

La unién del VSR a las células ocurre principalmente por la via de dominios con
unién a heparina de la proteina G, con los glucosaminoglicanos de superficie
celular (Bourgeois, Bour, Lidholt, Gauthray, & Pothier, 1998; Feldman, Hendry,
& Beeler, 1999; Krusat & Streckert, 1997). La proteina G no se requiere para la
unién del virién, ya que las cepas mutantes del virus con delecién de los genes
G o SH han demostrado infectar células a través de la interaccion con la
proteina F (Karron, et al., 1997; Techaarpornkul, Collins, & Peeples, 2002;
Teng, Whitehead, & Collins, 2001; Tripp et al., 1999).

Sin embargo, la proteina G parece ser necesaria para la eficiente replicaciéon
del virus in vivo (Teng, et al., 2001).

Después de la fusion del virion con la membrana celular del hospedero y la
penetracion mediada por la proteina G, la nucleocapside es liberada dentro del

citoplasma (Arslanagic et al., 1996; Hierholzer & Tannock, 1986; H. R. Levine

10



S, 1969; Routledge et al., 1987), donde la proteina L inicia la transcripcion viral
y procede la replicacion (Fearns & Collins, 1999).

La transcripcién del mRNA ocurre en sentido 3’a 5°a partir de un promotor
sencillo cercano al extremo 3, resultando en una serie de mMRNAs
subgenomicos (Dickens, Collins, & Wertz, 1984; Harmon, Megaw, & Wertz,
2001; Huang, Collins, & Wertz, 1985; Krempl, Murphy, & Collins, 2002; Kuo,
Grosfeld, Cristina, Hill, & Collins, 1996).

Los mRNAs pueden ser detectados 4 horas post-infeccibn en un pico de
sintesis de mMRNA y la expresion proteica que ocurre entre las 12-20 horas
post-infeccion. Es importante destacar que el nivel de proteina expresado esta
relacionado con la abundancia de mRNA (Dickens, et al., 1984), de esta
manera hay una disminucion en los niveles de mRNA proporcionales a la
distancia del gen desde su secuencia promotor.

Los viriones se ensamblan en la membrana plasmética, a donde la
nucleocépside se aproxima a la membrana que contiene glicoproteinas virales.
Los viriones maduran en grupos en la superficie apical en una forma
filamentosa asociados con caveolina-1 y se extienden desde la membrana

plasmética (Brown, Aitken, Rixon, & Sugrue, 2002).
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VI. METODOLOGIA PARA EL ANALISIS DE DATOS

Se efectud una revision en la literatura, desde los primeros reportes sobre
persistencia viral por el VSR, hasta datos recientes que presentan la evidencia

de la misma.

VIIl. RESULTADOS

1. PERSISTENCIA DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO

Las infecciones virales se caracterizan por presentarse en forma aguda o
persistente. En la enfermedad aguda el cuadro clinico es evidente, la respuesta
inmune del hospedero controla la multiplicacién del virus, los sintomas y signos
desaparecen y posiblemente se elimina el agente infeccioso. En cambio en las
infecciones persistentes, la desaparicion de los sintomas y signos no siempre
va acompafiada de la eliminaciéon del agente infeccioso, el virus permanece en
el organismo a pesar de que el hospedero responde al proceso infeccioso y por
lo general la respuesta inmune es permanente.

Las infecciones virales persistentes a diferencia de las agudas, donde el virus
permanece por corto tiempo en el organismo, favorecen dafios patolégicos por
tiempos prolongados.

Para que un virus permanezca en el organismo es necesario que sea capaz de
infectar a la célula sin producir muerte celular y que éste pueda evadir su
deteccion y eliminacion por el sistema inmune del hospedero (de la Torre,
Borrow, & Oldstone, 1991).

La persistencia por el VSR en humanos es un area de gran interés, debido a
que se sospecha de la participacion de este virus en procesos de
hiperreactividad cronica. Padecimientos como enfermedad obstructiva cronica y
dificultad para respirar, se han asociado con bronquiolitis debida a la infeccién
por VSR (Piedimonte, 2002).

Aunque la persistencia del VSR en humanos no esta claramente demostrada,
existen observaciones que lo sugieren:1l) el virus se ha aislado de la

nasofaringe de niflos aparentemente sanos (Isaia et al., 1985); 2) se ha
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detectado al antigeno viral en osteoclastos y células de pacientes con la
enfermedad de Paget (Mills & Singer, 1987; Mills, Singer, Weiner, & Holst,
1981; Mills et al., 1984); 3) en analisis post-mortem de tejidos de nifios se ha
encontrado RNAm viral, durante los meses en los cuales no es posible aislar al
virus y puesto que el humano es el Unico hospedero natural se sugiere la
persistencia (Cubie, Duncan, Marshall, & Smith, 1997); 4) las constantes
reinfecciones en nifios y los casos reportados de bronquitis obstructiva crénica
y bronquitis recurrente (Krivitskaia & lakovleva, 1992; Krivitskaia, lakovleva, &
Aleksandrova, 1996; Mikhalchenkova, Kniazeva, & Slepushkin, 1987); 5)
persistencia del virus en pacientes con inmunodeficiencia: enfermos de VIH y
en nifios con inmunodeficiencias congénitas (P.L. Collins & Crowe Jr., 2007;
Openshaw, 1995; Wyde, 1998) y 6) evidencia in vivo de infeccion persistente
por el VSR en linfocitos de pacientes infantiles que adquirieron al VSR en forma
natural (Domurat, Roberts, Walsh, & Dagan, 1985).

Por otro lado, la persistencia del VSR bovino se ha reportado en su hospedero
natural. EI VSR humano y el bovino estan altamente relacionados, ya que los
anticuerpos contra el VSR humano reaccionan con el VSR bovino (Valarcher,
et al., 2001), y también existe alta homologia en la secuencia de las proteinas
no estructurales NS1 y NS2 (de 69% y 84% respectivamente (Bossert &
Conzelmann, 2002)).

Actualmente se cuenta con modelos de estudio de persistencia por el VSR a
nivel experimental.

Modelos de estudio In vivo: 1) en el modelo animal de cobayo se ha
documentado que durante la infeccion por el VSR, es posible detectar la
presencia del genoma y proteinas del virus en pulmén aiun después de que el
cuadro agudo desaparece (Hegele, et al., 1994). 2) Otros reportes indican que
es posible detectar la presencia del genoma del VSR hasta 6 meses después
de la infeccion y recuperacion del virus infeccioso en presencia de altos titulos
de anticuerpos (Dakhama, Vitalis, & Hegele, 1997; Streckert, Philippou, &
Riedel, 1996).

Modelos de estudio In vitro: 1) En infecciones de células HEp-2, BSC1 y
Linfocitos B (humano) se observd disminucion en la produccion de virus
extracelular con respecto a una infeccion aguda, no se observé muerte celular

en estos cultivos y por técnicas inmunocitoquimicas se detecté la presencia de
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antigenos virales en las células infectadas (Baldridge & Senterfit, 1976;

Bangham & McMichael, 1986; lankevich & Dreizin, 1977, P'Ringle C,

Shirodaria, Cash, Chiswell, & Malloy, 1978). En la linea celular de fibroblastos

de raton (Balb/C) infectada persistentemente se reportd un alto porcentaje de

células que expresaron antigeno viral y la produccion de virus infeccioso
extracelular en bajos niveles (Fernie, Ford, & Gerin, 1981). 3) Bangham et al.
describié en 1986 (Bangham & McMichael, 1986) la persistencia del VSR en
una linea celular de origen linfoide (células B de linfoma de ratén), con

resultados similares a los obtenidos por Fernie (Fernie, et al., 1981).

En la linea celular de macro6fagos murinos P388D1 (Sarmiento, Tirado, &

Gomez, 2002) se reporté un alto porcentaje que expresé antigeno viral, asi

como la identificaciébn de una variante viral no citopatica (Sarmiento, Arias,

Mendez, & Gomez, 2009). También se han encontrado infecciones virales

persistentes en la linea celular A519 de origen humano, en la cual se

detectaron altos niveles de IL-8, lo cual estaria relacionado con la
hiperreactividad en los padecimientos crénicos (Tirado, Ortega, Sarmiento, &

Gomez, 2005).

Las infecciones virales pueden clasificarse en diferentes categorias basadas en

los niveles de virus infeccioso detectable en el organismo, durante varios

momentos de la infeccion viral:

I. Infeccién aguda seguida de la eliminacion del virus por la respuesta inmune
del hospedero.

Il. Infeccion aguda seguida por una infeccion latente en la cual el virus persiste
en forma no infecciosa con periodos intermitentes de reactivacion y
produccion de virus libre. Estos virus pueden causar infeccion productiva
bajo ciertas condiciones en algunas células e infeccion no permisiva en
otras. En esta clase de infecciones es importante reconocer el mecanismo
por el cual el potencial efecto citopatico de estos virus se limita, como
pueden establecer un estado de latencia, como se mantiene la forma latente
y cOmo es que se reactiva.

[ll. Infeccibn aguda seguida de una infeccion cronica en la cual el virus
infeccioso continuamente esta presente en los tejidos infectados. Las
infecciones cronicas pueden establecerse si la respuesta inmune del

hospedero no es capaz de eliminar al virus producido durante la infeccién
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aguda. La infeccién productiva de algunas células del hospedero puede

estar seguida de la infeccion de células que son menos permisivas.

Mecanismos de Persistencia Viral.

Para que un virus permanezca en el organismo es necesario que se cumplan
tres condiciones generales. Primero, un virus debe ser capaz de infectar
células sin producir efecto citopéatico. Segundo, debe haber mecanismos que
permitan el mantenimiento del genoma viral dentro de la célula hospedera y
tercero, que el virus pueda evadir la deteccion y eliminacién por el sistema
inmune del hospedero.

Los virus han desarrollado diferentes estrategias para el establecimiento de la
persistencia: restriccion del efecto viral citolitico, infeccibn de células no
permisivas, generacion de variantes virales, mecanismos para mantener al

genoma viral dentro de la célula y evasion del sistema inmune.

Restriccion del efecto viral citolitico

Un requerimiento basico para la persistencia viral es la sobrevida de un numero
critico de células infectadas. Un virus puede persistir solamente si no la mata o
si no produce un dafio considerable. Por ejemplo, muchos Arenavirus pueden
replicarse en una célula sin matarla y sin afectar su tasa de crecimiento, este
fenotipo no litico permite a muchos Arenavirus sobrevivir en la naturaleza
provocando infecciones crénicas en sus hospederos (Ahmed, Morrison, &

Knipe, 1997; de la Torre, et al., 1991). Algunas condiciones bajo las cuales el

efecto citopatico de los virus es limitado, incluyen:

a) Infeccion de células no permisivas o células en un ambiente no permisivo.

b) Evolucion de variantes virales que son menos citopaticas o que interfieren
con la replicacion del virus silvestre.

c) Regulacion de la expresion de los genes virales.

d) Otra consideracién importante es que algunos virus pueden ser liticos para
cierto tipo de células y no para otras, tal como se ha descrito en el caso del
virus de la inmunodeficiencia humana (Simmons, 2000). La infeccion
productiva de las células T puede resultar en la muerte celular mientras que

la infeccibn de monocitos y macréfagos produce virus por periodos de
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tiempo considerables sin lisis celular. Esto es particularmente relevante para
la persistencia in vivo puesto que estan presentes muchos tipos celulares
en el organismo. Otro ejemplo es el virus Sindbis el cual produce una
infeccion litica en células de neuroblastoma, pero establece infeccion
persistente en neuronas que han sido diferenciadas, aun cuando la
persistencia por los Alfavirus en humanos no se ha documentado, estudios
recientes han demostrado que Sindbis puede persistir en neuronas de
ratones adultos sin causar dafio patente aparente (Levine, Hardwick, &
Griffin, 1994).

I. Infeccién de células no permisivas

Los mejores ejemplos de la restriccion en la expresion de los genes virales
involucran la infeccibn de células no-permisivas y semi-permisivas. Por
ejemplo: las neuronas sensoriales no son permisivas para el virus del herpes
simplex (HSV), en estas células la infeccion latente se establece (Corey &
Spear, 1986). De igual manera, los linfocitios B no son permisivos para la
infeccion por el virus de Epstein-Barr (EBV), en este caso la expresion selectiva
de los genes virales no involucrados en la infeccion litica, permite la replicacion
del DNA viral durante la divisién de la célula (Hong et al., 2005). Otro ejemplo
es la infeccion por el Citomegalovirus (CMV), in vivo este virus infecta células
mononucleares de sangre periférica, la expresion de los genes virales parece
estar limitada a productos tempranos, existen algunas evidencias que muestran
que la diferenciacion de los monocitos en macrofagos, puede convertir esta

infeccién no productiva, en una productiva.

. Infeccién de un bajo numero de células no permisivas

Estudios de infecciones persistentes de células en cultivo han demostrado que
los virus liticos pueden persistir bajo ciertas condiciones in vitro en donde solo
una pequefa fraccion de células se encuentra infectada. En tales cultivos las
células infectadas liberan virus y se mueren, pero la progenie de virus puede
infectar a otras células. Este tipo de infeccion se ha demostrado que ocurre en
la persistencia por Adenovirus humanos sin embargo, es posible que sea mas

comun in vivo de lo que se ha estimado (Nelson & Kay, 1997).
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[ll. Evolucion de variantes virales.

Existe un numero considerable de evidencias in vitro de que las mutantes
generadas a partir de un virus silvestre con caracteristicas citoliticas poseen un
potencial litico modificado. Diferentes tipos de variantes virales se han
implicado en el establecimiento de infecciones persistentes in vitro, tales como
mutantes temperatura-sensibles, que producen una placa pequefa y particulas
defectuosas-interferentes.

En algunos sistemas las bases genéticas de la atenuacién son conocidas asi
como el papel que desempefian algunos genes virales en la persistencia. Por
ejemplo, durante la persistencia por Reovirus de ha demostrado que
mutaciones en genes virales especificos son cruciales para el establecimiento y
mantenimiento de la infeccion persistente en células L-929 (Ahmed, Kauffman,
& Fields, 1983). También se ha demostrado que algunas alteraciones en las
glicoproteinas de virus Sindbis modifican el potencial litico de este virus en las
neuronas. Estos estudios ilustran el concepto de que pocos cambios en los

aminoacidos convierten una infeccion litica en una persistente.

Ademas de la seleccién de variantes virales, también es posible obtener
variantes de las células hospederas. Existen diferentes reportes que describen
la seleccion de mutantes de las células durante una infeccion persistente de
células en cultivo. Por ejemplo: células HelLa con una resistencia incrementada
a la infeccion por Poliovirus o Coxsackie A9 (Kaplan & Racaniello, 1991). En el
caso del Polio virus el incremento en la resistencia de las células HelLa, es el
resultado del bloqueo de diferentes etapas del ciclo de vida del virus. Algunas
lineas celulares fueron no permisivas para la infeccion de los Poliovirus debido
a la disminucion en los niveles de expresion del receptor de Poliovirus,
mientras que otras no fueron permisivas porque existié algin bloqueo en la
replicacion intracelular del virus.

El modelo de persistencia del VSR en un cultivo celular de macréfagos
murinos, mostro la presencia de una variante viral con una actividad fusogénica
reducida en células Vero, esta diferencia se demostré cuantificando el numero

de sincitia y el nimero de nucleos /sincitio (Sarmiento, et al., 2009).
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Mecanismos de permanencia del genoma viral en la célula

Cuando una célula infectada se divide, debe de haber replicacion viral para

garantizar que las células hijas permanezcan infectadas. Para los retrovirus, el

RNA viral se copia en DNA y este se integra en el cromosoma de tal forma que

el genoma viral se propaga dentro del cromosoma de la célula, de igual forma

el DNA de los Parvovirus se integra en el genoma de la célula.

El

genoma de algunos virus de DNA permanece en la célula como una

molécula circular (episoma) cuya replicacién esta asociada a la replicacion de

la célula, pero promovida por proteinas virales.

Mecanismos de evasion del sistema inmune

a)

b)

Expresion restringida de genes virales. La expresion restringida de los
genes virales no solo reduce el potencial litico de los virus, como ya se
describié anteriormente sino que también provee de un mecanismo efectivo
para la evasion del sistema inmune. Uno de los ejemplos mas estudiados es
la infeccion latente de neuronas por el HSV en la cual la expresién de
proteinas est4d apagada completamente excepto la transcripcibn de una
region del genoma, bajo estas condiciones el virus se torna invisible al
sistema inmune (Khanna, Lepisto, Decman, & Hendricks, 2004). En el caso
del virus EBV durante la infeccion latente de células B, es necesario que se
exprese la proteina EBNA-1 para que el DNA que se encuentra como
episoma se propague a las células hijas durante el proceso de division
celular.

Infeccion de sitios inmunologicamente privilegiados. Un sitio favorecido para
la persistencia viral es el sistema nerviosos central, debido al menos a dos
factores; el primero es la presencia de la barrera hematoencefalica y el
segundo es que las neuronas no expresan al MHC Il necesario para el
reconocimiento por células T (Ramakrishna, Stohiman, Atkinson, Shlomchik,
& Bergmann, 2002). El rifidn es otro sitio en donde los virus pueden
persistir, por ejemplo poliomavirus y Citomegalovirus pueden permanecer

en el rindn y eliminarse por la orina por un largo periodo de tiempo,
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aparentemente las células T tienen un acceso limitado a las células

epiteliales infectadas (Satoh & Arase, 2006).

c) Variacion antigénica. La generacion de variantes virales durante la

persistencia viral es un fendbmeno bien documentado. Los virus con un

genoma de RNA tienen una alta tasa de mutacién y bajo una presion

selectiva apropiada las variantes pueden incrementarse rapidamente. Esta

capacidad para generar variantes puede permitir la evasion tanto de los

anticuerpos asi como de las células T.

)

Escape viral al reconocimiento de anticuerpos: Existen muchos
ejemplos de variantes resistentes a los anticuerpos, el mejor ejemplo
de variacion antigénica en un individuo durante la persistencia viral
es el de los Lentivirus. En el cual caballos infectados de manera
cronica con el virus de la anemia infecciosa de equinos (EIAV), se
demostré que sueros tomados de animales infectados a diferentes
tiempos, neutralizan virus aislados de episodios clinicos previos pero
no neutralizan aislados subsecuentes (Hussain, Issel, Schnorr,
Rwambo, & Montelaro, 1987). Estudios posteriores demostraron que
estos cambios serologicos se correlacionan con cambios en las
glicoproteinas del EIAV. También se ha demostrado la presencia de
variantes antigénicas en borregos infectados crénicamente con el
virus Visna, las propiedades alteradas de neutralizacion también se
han correlacionado con cambios en las glicoproteinas (Stanley,
Bhaduri, Narayan, & Clements, 1987). La aparicion de variantes
serologicas durante una infeccidon crénica es una caracteristica
comun de todos los lentivirus, sin embargo la importancia biolégica
de este fenbmeno no esta completamente entendida, generalmente
coexisten en el organismo persistentemente infectado tanto el virus
parental como las variantes que se seleccionan.

Escape al reconocimiento de las células T. El primer sistema en
donde se demostrd el escape de variantes virales a las células T
citotoxicas es el del virus de Linfocoriomeningitis (LCMV), en este
estudio se demostro que el cambio en un solo aminoacido resulta en
el escape al reconocimiento de las células T citotoxicas y permite el

establecimiento de la infeccidbn persistente in vivo (Welsh &
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Seedhom, 2008). Se ha demostrado que las variantes que evaden el
reconocimiento de las células T ocurre en diferentes virus que
infectan al humano, tales como HIV, EBV y Virus de la hepatitis B
(HBV), sin embargo, en estudios en donde se han identificado las
variantes que escapan a las células T citotoxicas estas variantes no
llegan a ser predominantes. En un estudio con individuos infectados
con HIV no se detectaron variantes virales después de un
seguimiento de 14 meses, demostrando que la presencia de las
variantes virales no es necesaria para la persistencia por HIV
(Meyerhans et al., 1991). El escape de las células citotoxicas también
puede ocurrir si la cantidad de péptidos que se presentan en la
membrana de la célula infectada es baja y por lo tanto el proceso de

lisis es menos eficiente.

d) Supresion de moléculas de la superficie de la célula requeridas para el
reconocimiento de células T

La reduccién en la expresion de moléculas MHC | en las células infectadas es
una consecuencia de la infeccion viral. El mejor ejemplo que se ha descrito es
la supresion de los antigenos MHC | por Adenovirus (Ahn et al., 1996). Este
virus puede regular la expresion del MHC | por dos mecanismos: en uno de
ellos la proteina E3 de 19 Kd, llamada E3/19K puede unirse a moléculas del
MHC. La formacion de este complejo evita que el MHC sea procesado
adecuadamente e inhibe la glicosilacion, por lo tanto se ve reducida la
expresion de esta molécula en la superficie de las células. EI Adenovirus tipo
12 bloquea el transporte del mRNA fuera del nucleo, la proteina Ela se ha
implicado en esta inhibicion (Alcami & Koszinowski, 2000a).

También se ha demostrado que CMV, HIV y Sarampion interfieren con la
expresion de las moléculas del MHC II. El efecto aparentemente no es directo
sobre la expresion del MHC Il sino que regula la expresion del IF-y el cual
regula la transcripcién del mRNA del MHC.

Ademas se ha demostrado una regulacion en las moléculas de adhesion LFA-3
e ICAM-1 por EBV. La resistencia al ataque de las células T citotoxicas no se
debe a alteraciones en la expresion de MHC | o a que no hay suficiente

expresion del genoma viral sino que se correlaciona con una reduccion en los
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niveles de las moléculas de adhesion LFA-3 e ICAM-1 (Alcami & Koszinowski,
2000b).

e) Interferencia con la funcion de citocinas

Se han reportado 3 proteinas (E3 14.7K, E3 10.4K y E1B 19K) de Adenovirus
que protegen a las células infectadas de la lisis por el TNF (lannello et al.,
2006). ElI mecanismo por el cual estas proteinas neutralizan la actividad del
TNF aun no se conoce. La proteina T2 de los Poxvirus también inhibe la accion
del TNF. La proteina T2 es un analogo del receptor celular para el TNF. T2 se
une al TNF e impide que éste se una a su receptor en la célula infectada
evitando su destruccion.

En el caso del EBV la proteina es homodloga a la IL-10 y puede bloquear la
sintesis de la IL-2 y del IF-y (Hsu et al., 1990).

f) Tolerancia inmunoldgica

Finalmente, quiza el mecanismo mas eficiente para el establecimiento y
mantenimiento de una infeccibn persistente es la supresion de células
citotoxicas, como se ha demostrado en el caso de la infeccion congénita en
ratones por el virus de linfocoriomeningitis, los ratones adultos infectados con
este virus establece una efectiva y fuerte respuesta tanto humoral como celular
y son capaces de eliminar al virus en dos semanas, la eliminacién del virus esta
principalmente mediada por la células T citotoxicas, sin embrago la infeccién in
utero da lugar a infecciones cronicas con una viremia de larga duracion, con
altos niveles de virus infecciosos y antigeno viral en la mayoria de los érganos.
La persistencia del LCMV en estos ratones estd acompafiada de una nula
respuesta de células T, en estos ratones se ha demostrado que existe una
respuesta normal a otros antigenos, pero no contra LCMV.

La tolerancia inmunolégica también tiene una funcion importante en el
establecimiento de la infeccion persistente por el HBV, y para la persistencia
por el virus de diarrea viral bovina, en terneros que adquirieron la infeccion in
utero (Ridpath, 2010).
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2. INFECCIONES VIRALES PERSISTENTES EN HUMANOS

Herpes Simplex Virus

El HSV establece una infeccion persistente en neuronas. EI HSV1 y HSV2
generalmente infectan a humanos en diferentes sitios. EI HSV1 genera
infecciobn productiva primaria en la mucosa oral o en la cavidad oral
(gingivostomatitis). El virus entra en el nervio sensorial y establece una
infeccion latente en las neuronas sensoriales del ganglio trigémino (Fatahzadeh
& Schwartz, 2007). Posteriormente la infeccion se reactiva por lesiones
recurrentes. EI HSV1 también puede infectar la cornea como resultado de una
infeccién primaria o por la reactivacion de una infeccion latente. Ademas se ha
sugerido que el HSV 1 puede establecer infeccidn latente en los queratinocitos
de la cornea. El HSV también puede viajar a través de la red neuronal hacia el
sistema nervioso central durante la infeccion primaria o reactivacion dando
como resultado una panencefalitis (Knipe & Cliffe, 2008).

El HSV 2 se adquiere generalmente por via sexual, infecta mucosas, se
disemina a través de las terminaciones nerviosas y es transportado hacia los
ganglios en donde se establece la infeccion persistente. La reactivacion de
estos virus generalmente ocasiona lesiones asociadas al herpes genital,
ademas en un numero limitado de casos el HSV se puede diseminar por via

sistémica produciendo meningitis (Arduino & Porter, 2008).

Establecimiento de la infeccion persistente

Los eventos que permiten el establecimiento de una infeccion persistente en
una neurona parecen estar relacionados con la restriccion en la expresion de
los genes IE. Si IE Se ha propuesto que los factores necesarios para la
expresion de este gen estan ausentes o se presentan en niveles tan bajos que
no permiten la replicacion del virus en las neuronas. También se cree que
existe un inhibidor del gen presente en las neuronas o que la proteina VP6 del
viridn, la cual es necesaria para la transcripcién de los genes IE, no funciona en
las neuronas por lo tanto no promueve la transcripcion de IE. Obviamente, uno
0 mas de estos mecanismos podrian contribuir a la infeccion latente de las
neuronas (Knipe & Cliffe, 2008).
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Mantenimiento de la infeccidn persistente

Durante la infeccidn persistente no es posible detectar virus infeccioso pero se
puede demostrar la presencia del DNA viral por Southern blot y por PCR, sin
embargo, es posible detectar los transcritos de los genes virales LAT pero no
se ha encontrado la proteina producto de estos transcritos. Estudios genéticos
que han examinado el papel de LAT en el mantenimiento de la infeccion latente
han demostrado que los transcritos de LAT no son esenciales para el
mantenimiento de la infeccién latente ya que virus LAT-negativos pueden
establecer infeccidn latente (Batchelor & O'Hare, 1990; Zwaagstra et al., 1990).
Es probable que el DNA viral se encuentre en forma episomal asociado con los

nucleosomas.

Reactivacion de la infeccion latente

Se ha propuesto que un estimulo apropiado permite la expresion de ICPO, un
transactivador no especifico de la expresion viral de los genes IE, puede activar
la expresién de los genes ICP4 e ICP27 (P.L. Collins & Crowe Jr., 2007;
Kramer & Coen, 1995), estos productos pueden entonces activar la expresion
de los genes virales E y L. Otro modelo sugiere que la amplificacién del DNA
viral en las células infectadas en forma latente puede disparar la expresion de
los genes virales que se expresan en la infeccion litica.

Los estimulos para la reactivacion en la infeccion en humanos incluyen; la
inmunosupresién, cambios hormonales, estrés y exposicion a la luz ultravioleta.
Estos estimulos probablemente provoquen cambios en el estado fisiolégico de
la neurona y de esta forma podrian activarse vias de sefializacién promoviendo

la activacion de factores de transcripcion o protein cinasas.

Virus Varicela-Zoster (VZV)

El VZV infecta a las células epiteliales de la mucosa del tracto respiratorio
superior, orofaringe o conjuntiva. Después de la replicacion en el epitelio el

virus se disemina por la sangre hacia el sistema reticulo endotelial en donde se

replica el virus. La infeccion de células endoteliales permite la diseminacion del
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virus a las células epiteliales de la dermis dando lugar a las lesiones cutaneas,
causando la pustula caracteristica de la varicela (Kennedy, 2002).

La inmunidad del hospedero puede limitar la infeccion aguda pero durante la
diseminacién al epitelio el virus también infecta nervios sensoriales y el virus es
transportado a los ganglios sensoriales. La infeccion latente se establece en los
ganglios, neuronas y/o en células satélites. Posteriormente la reactivacion
puede ocurrir como consecuencia de inmunosupresion u otro estimulo.

Se cree que la infeccion latente se establece por la infeccion de células no

permisivas para la replicacion viral.

Virus Epstein-Barr (EBV)

El EBV es el agente causal de mononucleosis infecciosa y es un cofactor en la
induccion de enfermedades neoplasicas como el linfoma de Burkitt, carcinoma
nasofaringeo, enfermedad linfoproliferativa pos trasplante y linfoma no-Hodgkin
(P.L. Collins & Crowe Jr., 2007). ElI EBV establece infeccion latente en células
B in vitro e infecta células epiteliales de la orofaringe en forma reproductiva y
puede continuar como una infeccidon crénica en algunos individuos. Por un
mecanismo no conocido el virus se transmite a los linfocitos B en donde la
infeccion es no productiva y usualmente la infeccion latente se establece. Para
entrar a la célula B el virus utiliza el receptor CD21, una vez dentro de la célula
el virus se desnuda y circulariza para formar un genoma circular unido
covalentemente que persiste como episoma en las células infectadas.

En las células persistentemente infectadas se ha detectado la presencia del
antigeno viral EBNA1 (Humme et al., 2003), aparentemente este antigeno
desempeiia un papel importante en el mantenimiento del DNA en forma latente
en la célula B infectada. La proteina EBNA1 se une especificamente en el
DNA, en secuencias que sirven como origen para la replicacion del plasmido,
oriP, y promueven la replicacion del episoma viral por la DNA polimerasa de la
célula infectada. La proteina viral EBNA2 estimula el crecimiento de las células
B, en parte induciendo la expresion de moléculas activadoras de las células B.
Este estado continuo de estimulacion del crecimiento generalmente se conoce

como inmortalizacién (Peng, Moses, Tan, Kremmer, & Ling, 2005).

24



Una pequeiia porcion de células B puede ser permisiva para la replicacion del
virus, en ese caso se induce la expresion de la proteina viral IE, seguida de la
expresion de las proteinas E y la replicacion del DNA viral.

El EBV utiliza diferentes mecanismos para evadir la inmunidad (lannello, et al.,
2006), en linfoblastos transformados con el EBV la expresion de las moléculas
LFA3 e ICAM-1 estéa disminuida. En la infeccidn del epitelio nasofaringeo por el
EBV, el virus infecta un sitio inmunol6gicamente privilegiado porque el acceso
de las células T esta relativamente restringido. Ademas se ha demostrado la
presencia de variantes virales que escapan al reconocimiento por las células T

citotéxicas.

Virus de Papiloma Humano (HPV)

El HPV establece una infeccién no productiva en células de la lAmina basal,
pero se replica cuando estas células comienzan a diferenciarse en células
queratinizadas del estrato espinoso y lamina granular de la epidermis (Nieto,
Gissmann, & Schadlich, 2010). La infeccion de la lamina basal se inicia cuando
el virus se introduce en las capas inferiores de la dermis como consecuencia
del un trauma del epitelio. La transcripcion temprana puede ocurrir en estas
células y el DNA viral se mantiene en la célula, probablemente replicando un
bajo nimero de copias como un plasmido extracromosomico. La transcripcion
de los genes virales tempranos puede ocurrir en estas células pero no es
posible la replicacion de los genes tardios ni el empaquetamiento del DNA viral
en el viridbn. La expresion de los productos virales tempranos estimula el
crecimiento de la lamina basal permitiendo la formacion de la verruga.

Es posible que después de un periodo de 20-25 afios una verruga o una célula
infectada en forma latente pueda, en algunos casos, convertirse en maligna.
Las neoplasias se han asociado con el HPV 16 y 18, en donde el genoma viral

se integra al cromosoma de la célula (Palefsky, 2006).

Adenovirus.

El adenovirus puede persistir en el hospedero, mediante la infeccion de células
no epiteliales y tejidos (Chu, Sperber, Mayer, & Hsu, 1992). EI Adenovirus
también se ha aislado de linfocitos de adultos sanos sugiriendo que esta pueda
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ser otra fuente de persistencia del virus in vivo. La reactivacion del estado
latente ocurre por explante de tejido infectado en forma latente o por trasplante
de 6rganos infectados en forma latente (Matsuse et al., 1992).

También se sabe que el Adenovirus puede establecer infecciones crénicas, ya
que el virus se ha aislado de individuos después de dos afios de la infeccion
primaria (Hayashi, 2002).

El Adenovirus puede evadir el sistema inmune del hospedero ya que la
proteina E3 19K puede unirse a las moléculas del MHC 1 e inhibir la actividad
citolitica del interferon (Bennett, Bennink, Yewdell, & Brodsky, 1999).

Virus de la Hepatitis B (HBV)

El genoma del HBV esta compuesto de DNA parcialmente doble, al entrar a la
célula el genoma se convierte en doble cadena. El ciclo productivo de virus
infeccioso se mantiene tanto en la fase aguda como en la fase crénica de la
infeccion. La infeccion crénica permite la transmision a otros individuos y en
algunos casos el desarrollo de hepatocarcinoma (Hsia, Evarts, Nakatsukasa,
Marsden, & Thorgeirsson, 1992).

Durante la infeccion por el HBV se establece una respuesta inmune humoral
contra las proteinas de envoltura, la cual se considera un elemento critico en la
eliminaciéon de la infeccidn por este virus y en la prevencién de reinfecciones.
La respuesta inmune celular esta dirigida contra mdltiples epitopes, sin
embargo es relativamente débil y oligoclonal.

Los factores que determinan por qué algunos individuos son capaces de
generar una respuesta inmune efectiva y controlan la infeccion viral, mientras
gue otros generan respuestas deébiles y no son capaces de eliminar al virus, no
estan bien entendidos. En estudios recientes se ha reportado la presencia de
variantes virales que escapan al reconocimiento por las células T citotoxicas,
es posible que tales variantes desempefien una funciéon importante en la

infeccion persistente in vivo (Bertoletti & Gehring, 2007).
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Virus de Sarampion (MV).

El humano es el Gnico hospedero natural del virus del sarampion, la mayor
informacion que se tiene sobre la patogénesis se deriva de estudios de
aislados de pacientes. Muchos animales de laboratorio, incluyendo monos y
ratones también pueden infectarse y han sido usados para el estudio de la
infeccion por este virus (Kerdiles, Sellin, Druelle, & Horvat, 2006).

El virus de sarampidn inicia la infeccion en el epitelio del tracto respiratorio, oro
0 nasofaringe o conjuntiva. Después de la replicacion en la mucosa, el virus es
transportado hacia los ndédulos linfaticos, posiblemente dentro de los
macrofagos. El virus se replica en los nodulos y entonces entra al torrente
sanguineo en leucocitos, esta viremia primaria permite la diseminacion del virus
hacia el tejido linfoide en donde se lleva a cabo otro ciclo de replicacion
provocando una hiperplasia linfoide. La viremia secundaria permite la
diseminacién del virus hacia multiples tejidos, tracto intestinal, tracto
respiratorio y conjuntiva. Durante la viremia secundaria es probable que el virus
infecte al sistema nervioso central (Moench, Griffin, Obriecht, Vaisberg, &
Johnson, 1988).

En un individuo normal, la respuesta inmune es efectiva para controlar la
infeccion aguda, sin embargo algunas células infectadas pueden escapar al
sistema inmune, de esta forma se establece la infeccién persistente. Se ha
demostrado que el virus del sarampién es capaz de suprimir la expresion de
las moléculas del MHC | e IFN-y (Fang, Song, & Dhib-Jalbut, 2001). EIl
establecimiento y mantenimiento de la infeccion persistente por este virus tiene
un componente virolégico, debido a que en ceélulas en cultivo es posible el
establecimiento de una infecciébn persistente en ausencia de efectores
inmunes. Las infecciones con este virus, difieren con la definicion cléasica de
infeccion cronica, debido a que el virus se replica lentamente en cultivo con una
baja o nula produccion de virus extracelular. La expresion restringida del
genoma viral puede estar regulada por la disminucion de uno o mas
componentes estructurales o por la seleccién de virus defectuosos.

En los pacientes que presentan la encefalitis esclerosante subaguda (SSPE) se
ha observado que las nucleocapsides se encuentran en el interior de la célula 'y

la cantidad de antigenos asociados a la membrana es reducida
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(Woyciechowska, Madden, & Sever, 1977). La restriccion en la expresion de los
genes virales y la infeccidon de un sitio privilegiado (neurona), probablemente
participan en el desarrollo de la infeccion persistente en algunos individuos
infectados con este virus.

La mutacion de algunos genes que codifican para proteinas virales es un
mecanismo que se ha sugerido en el establecimiento de la infeccion persistente
por el virus de sarampion, puesto que en cerebro de pacientes con SSPE se
han observado alteraciones en la sintesis y expresion de la proteina M
(proteina de matriz). En estos pacientes la proteina M permanece en el citosol
y no es capaz de unirse a las nucleocapsides virales. Se han detectado
cambios en la secuencia del RNA positivo en estos aislados, comparados con
la secuencia de los aislados de infeccion aguda. En los pacientes con SSPE el
proceso de gemacion no se completa por cambios en la proteina M, pero el
genoma viral se amplifica y algunos virus defectuosos se diseminan por
interaccion directa célula-célula.

En algunos aislados de pacientes con SSPE se ha detectado otra alteracion
genética. En estos aislados la proteina de fusion (F) presenta cambios en la
secuencia de aminoacidos en la region correspondiente al dominio
citoplasmico. También se han encontrado cambios en la hemaglutinina y cepas
resistentes al efecto del interferén.

Una hipoétesis para explicar la génesis de la infeccidn persistente en pacientes
con SSPE propone que el mecanismo de defensa del hospedero promueve el
establecimiento de la infeccion persistente a través de la modulacion de la
transcripcion y expresion de las proteinas del virus del Sarampidn, previniendo
la eliminacion de las células infectadas (Zinnheimer-Dreikorn & Koschel, 1990).
Durante ciclos subsecuentes de replicacion el genoma viral puede acumular
diferentes mutaciones en multiples genes virales que podrian alterar el
ensamble del virdn, en este caso se estableceria la infeccidén persistente sin

produccion de virus extracelular.
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Virus de la inmunodeficiencia Humana.

El HIV infecta inicialmente a células de Langerhans o a otras células del
sistema fagocitico y se disemina hacia nodulos linfaticos (P.L. Collins & Crowe
Jr., 2007).

El virus se disemina hacia el torrente sanguineo en donde es secuestrado en
macréfagos o en células dendriticas en el bazo y en otros érganos linfoides.
Después de la infeccibn aguda se establece una infeccidn persistente en
monocitos y células CD4", en los o6rganos linfoides (Finzi et al., 1999). La
infeccion de las células CD4+ involucra la transcripcion reversa del genoma
viral y la integracion en el cromosoma del DNA viral como provirus. La
activacion por antigenos especificos de las células CD4+ puede ser el factor
determinante para permitir la transcripcion del RNA viral del provirus.

Durante el periodo de latencia clinica se ha detectado respuesta humoral y
celular contra el virus, y también se han detectado variantes virales que
escapan al reconocimiento de las células T citotdxicas (lannello, et al., 2006).
Por otro lado, el tejido linfoide asociado a intestino constituye el 70% del
sistema inmune y puede ser el principal sitio en donde este virus tiene
actividad. Esta region anatémica es un reservorio en la cual el virus persiste y
se replica por mas tiempo, con respecto a si lo hiciera en las células infectadas.
(Coiras, Lopez-Huertas, Perez-Olmeda, & Alcami, 2009). Para una terapia
antirretroviral altamente efectiva, la persistencia del HIV en reservorios debe de

ser considerada.
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IX. DISCUSION

Los cambios en nuestros conceptos del VSR y de las infecciones virales en su
conjunto, en la EPOC y el asma no habrian sido posibles sin avances en las
técnicas de diagndstico. Tradicionalmente, la deteccion del VSR se habia
basado en el aislamiento del virus en cultivos celulares. Esto es dificil con
cualquier tipo de virus respiratorio ya que las muestras deben contener virus
infecciosos y se debe contar en los laboratorios de diagnéstico con lineas
celulares susceptibles a la infeccion. Sin embargo, en el caso del VSR esto es
particularmente dificil debido a su alta sensibilidad a cambios de temperatura
gue puede sufrir desde la toma de muestra hasta su inoculacion en cultivos
celulares. También se ha contado con técnicas inmunoquimicas para la
deteccion de virus, como la inmunofluorescencia directa y ensayos
inmunoenziméaticos de captura de antigeno, los cuales son mas rapidos que el
aislamiento en cultivo pero la sensibilidad y la especificidad son menores. Otra
limitante que presentan es la deteccion de antigeno viral en los adultos, en los
cuales se encuentran cargas virales mas bajas. Las técnicas serologicas con
las que se cuenta actualmente son limitadas ya que se basan en la respuesta
inmune del hospedero, pero no se considera la posibilidad de que la infeccion
puede ser atipica o persistente.

Los estudios que evaluan el uso de la transcripcion reversa y de amplificacion
de acido nucleico viral por PCR han demostrado que tener una sensibilidad y
especificidad superior en comparacion con el aislamiento en cultivos celulares
o la deteccion de antigenos especificos, una serie de diferentes técnicas de
RT-PCR, convencional o anidada, se han utilizado para la deteccion del RNA
del VSR. Recientemente se han desarrollado sondas para la deteccion del VSR
por RT-PCR en tiempo real, cuyos resultados han mostrado una gran
sensibilidad, sin embargo, los diferentes reportes de PCR no son
uniformemente sensibles, por lo que muchos autores han sugerido que esto
explica la disparidad en resultados de prevalencia del VSR en poblaciones muy
similares. Por supuesto, una técnica sensible sélo es util si la toma de muestra
es adecuada. En el caso de infeccion por el VSR, parece que el esputo es mas

sensible que muestras nasales y el manejo y transporte de la misma.
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Las diferencias geograficas también pueden ser responsables de la variacion
en algunos reportes, ya que se ha demostrado que la dinamica de las
epidemias de VSR parecen ser locales no nacionales o globales. Algunos
estudios han mostrado que los virus del grupo A, son mas virulentos que los del
grupo B, ya que se replican mas eficientemente en el tracto respiratorio. Falsey
et al. reportdé una mayor prevalencia del grupo B en pacientes con enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (Falsey et al.,, 2006). Cabe destacar que la
principal diferencia estructural en el viribn entre los grupos es A y B, radica en
la glicoproteina G, por su capacidad inmunomoduladora, la cual se propone ser
la proteina viral mas importante en la induccion de persistencia.

En el presente trabajo estudiamos los posibles mecanismos por medio de los

cuales el VSR puede persistir en un organismo, entre los cuales destacan:

Con relacion ala evasion de sistemainmune:

Una de las posibles estrategias del VSR para el establecimiento de la
persistencia es la capacidad para modular la respuesta inmune. Como ya se
revisd, el VSR entra en su célula hospedera a través de la fusién de la
envoltura del virus con la membrana plasmatica, una vez que inicia la
replicacion comienza una respuesta inflamatoria, que es modulada por el
propio virus. Los linfocitos CD4+ Thl coordinan la respuesta inmune celular
que incluye la hipersensibilidad tipo IV y la activacién de linfocitos T CD8+; asi
como la produccion de anticuerpos IgG que promueven la opsonizacién a
través de su unién a receptores Fc gamma (yFcR) presentes en los fagocitos y
activan la via clasica del complemento. La hipersensibilidad provoca
inflamacion excesiva y dafo tisular. El perfil de citocinas de linfocitos Thl
induce una respuesta inmune celular apropiada para atacar patdgenos
intracelulares como los virus. Los linfocitos CD4+ Th2 estimulan la activacion
de eosindfilos; provee de citocinas para la proliferacion y diferenciacion de
linfocitos B, adicionalmente promueve el cambio de clase de IgM a IgE, la
produccion de altos titulos de IgM, IgE e isotipos de IgG que no fijan
complemento. La respuesta TH1 dirigida contra virus se lleva a cabo a través
de las citocinas como el interferon (IFNa) y el factor de necrosis tumoral,
mientras que las células TH2 producen citocinas como la IL-4, IL-5 e IL13, las
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cuales dirigen la sintesis hacia la inmunoglobulina Ig E e IgA (Kindt, Goldsby, &
Osborne, 2007), como se ha reportado en nifilos que presentan respiracion
sibilante después de la bronquiolitis por VRS donde los altos niveles de IgE
especifica contra el VSR. La induccion preferencial de TH2 frente a las
respuestas TH1 podria, en teoria favorecer la persistencia y no la eliminaciéon
del virus.

En el modelo de persistencia viral por el VSR en conejillo de Indias (Mejias et
al., 2008). Se ha demostrado que el virus dirige la respuesta hacia una
respuesta de tipo TH2 (Roman et al., 1997). En primer lugar, la glicoproteina G
tiene la capacidad de inducir directamente una respuesta de tipo TH2 y en
segundo lugar la replicacion viral induce la producciéon de TARC en las vias
respiratorias, TARC esté involucrado en el reclutamiento de células TH2.

La importancia de las respuestas TH1/TH2 en la eliminacion del VSR se ha
demostrado de modo directo en los estudios de bronquiolitis por este virus,
donde se demostré una mayor proporcién de citocinas TH2 sobre TH1 (Por
ejemplo, IL-10: IL-12 e IL-4: IFN-a) y se asociaron con discapacidad para
eliminar al virus de tal forma que la induccién de una respuesta de tipo TH2,

podria contribuir a la evasion y la persistencia viral.

Con relacion a las posibles proteinas del virus asociadas a persistencia:
Se han descrito proteinas del VSR que modulan la apoptosis: la apoptosis es
un proceso controlado genéticamente, caracterizado por condensacién de
cromatina, fragmentacion de DNA, encogimiento celular, y formacion de
cuerpos apoptéticos; participa en la regulacion de homeostasis, desarrollo de
tejidos y el sistema inmune o para eliminar células que ya no son Uutiles,
también funciona eliminando células con dafio en el DNA, y es una respuesta
comun de las células, a infecciones virales (Hay & Kannourakis, 2002).

En algunas situaciones la apoptosis puede contribuir a la patogénesis debido a
gue el contenido celular y los viriones son confinados en cuerpos apoptoticos
gue son tomados por células circundantes permitiendo que la infeccion se
propague, pero en general es un mecanismo para reducir la replicacion viral.
Muchos virus han desarrollado mecanismos para inhibirla o evadirla. La

inhibicion de apoptosis es probable que esté involucrada en la supervivencia y
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la proliferacion, maximizando la produccion de la progenie viral durante la
infeccion litica o facilitando una infeccion persistente (Hood et al., 2006).

No es claro como el VSR puede inducir o inhibir la apoptosis durante una
infeccion, recientemente se ha relacionado con la expresion de proteinas
virales. Durante etapas tempranas de la infeccion se expresan las proteinas
NS1 y NS2 induciendo la activacion de NF-kB inhibiéndose la apoptosis (Bitko
et al., 2007; Groskreutz et al., 2007).

En las etapas tardias de la infeccion (8 hrs post-infeccion) se ha observado el
aumento de fragmentacion de DNA, esto correlacionado con la disminucién de
la expresion de las proteinas NS1 y NS2 y a su vez con el aumento de la
expresion de la proteina F. Ademéas se ha descrito que la expresion de la
proteina F en células epiteliales induce la activacion de p53 y de Bax, lo que
favoreceria la induccion de apoptosis (Bitko, et al., 2007; Eckardt-Michel et al.,
2008).

Otra proteina que se ha relacionado a apoptosis es la SH tanto del VSR como
de otros paramixovirus, se ha observado que esta proteina inhibe la ruta de
sefalizacion de TNF-a, el mecanismo por el cual esta proteina inhibe a TNF-a
no es claro, pero la sola expresion de esta proteina inhibe apoptosis inducida
por la via extrinseca (Fuentes, Tran, Luthra, Teng, & He, 2007; Wilson, et al.,
2006).

Con relacion a la infeccion de sitios privilegiados:

La persistencia por el VSR en humanos no estd demostrada, sin embargo
existen evidencias experimentales que la sugieren; Schwarze et al. proponen
gue el sitio de persistencia para el VSR pudieran ser en los nervios bronquiales
(Schwarze, O'Donnell, Rohwedder, & Openshaw, 2004), y de esta manera el
virus permanecer estimulando constantemente al sistema inmune provocando
inflamacion crénica en pulmones, y los diferentes patrones de respuesta de
INF, citocinas y quimiocinas observadas en niflos con hiperreactividad
respiratoria recurrente (AHR), sin embargo, el sitio exacto de persistencia no ha
sido determinado. En este mismo modelo se ha sugerido que el
establecimiento de la persistencia, probablemente no requiere de mutantes
virales que escapen a la vigilancia inmunoldgica ya que las respuestas de las

células T citotoxicas y de neutralizacion por anticuerpos de memoria se
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encontraron intactas en ratones con infecciones latentes por el VRS, y el
genoma viral latente mantuvo un epitopo citotoxico no mutado. Por lo que se
sugiere que el estado latente de VSR depende del sitio de persistencia més

gue de una mutacion viral (Schwarze, et al., 2004).

Con relacion a las mutantes virales:

Existen muchos ejemplos de virus de RNA y DNA que han co-evolucionado con
su hospedero para el establecimiento de una infeccion persistente. Un ejemplo
de persistencia en la familia de paramixovirus, es el Virus de Sarampion (MV),
lo cual se ha demostrado tanto in vitro como in vivo; la infeccidén persistente por
este virus en neuronas y células de la glia causan enfermedades neuroldgicas
como panencefalitis esclerosante subaguda. Se ha postulado que la
persistencia de MV esta relacionada con la produccion de particulas defectivas
interferentes (DI) y mutantes virales las cuales presentan alteraciones en la
expresion de proteinas (Ludlow et al., 2005).

Recientemente se ha descrito la presencia de cuasiespecies virales para el
VSRB (Deplanche et al., 2007), el cual ya se mencioné anteriormente esta muy
relacionado con el VSR y esto puede ser una evidencia de que las variantes
virales participan en la persistencia, dado que se ha encontrado que el VSRB

persiste en su hospedero.

Con relacion a los factores del hospedero:
e Muchos pacientes con enfermedad obstructiva crénica son
frecuentemente inmunosuprimidos con el uso prologado de corticoides
orales o inhalados, lo que lo hace particularmente susceptibles a las

exacerbaciones y en los cuales se ha aislado el VSR .

e Anomalias en el pulmén facilitan la infeccidbn persistente del tracto

respiratorio inferior.

e EI humo del tabaco causa una reduccion significativa en la liberacion de
mediadores inmunes IFN-a, IFN-B, y Oxido nitrico, lo que puede

contribuir a la reactivacion del VSR.
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e Los contaminantes ambientales pueden también favorecer la
persistencia viral. Por ejemplo, el humo negro, ayuda a inclinar la

respuesta inmune de TH1 a TH2 en el modelo murino.

e También hay pruebas de que los polimorfismos en las citocinas IL-4 e IL-
10, y en los componentes del sistema inmune innato, como la proteina
surfactante A-1 son mas frecuentes en nifios hospitalizados con VRS,
sin embargo no hay datos similares en la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica, pero es posible que los polimorfismos estén
relacionados en la susceptibilidad del hospedero a la persistencia por el
VSR.

La importancia del presente trabajo radica en la revision exhaustiva de los
datos experimentales y evidencias en pacientes que se tiene hasta el momento
gue sugieren la persistencia del VSR, enfatizando en los posibles mecanismos
involucrados, con la finalidad de facilitar el estudio de la patogenia a los
responsables en salud. El contar con una herramienta de esta naturaleza,
facilitara tanto a estudiantes y profesionales de la salud, realizar estudios

posteriores sobre la naturaleza de las infecciones virales persistentes.
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Xll.  PERSPECTIVAS

El mercado farmacéutico actual para el tratamiento del VSR tiene solo un solo
grupo de pacientes definido: infantes nacidos prematuramente con alto riesgo o
infeccion, los cuales pueden ser tratados con anticuerpos inmunoprofilacticos
(Storey, 2010).

En la siguiente década, la investigacion se puede extender a pacientes adultos
en alto riesgo o con infeccion, o nifios que sufren infecciones agudas,
probablemente a través de la disponibilidad de elementos siRNA.

El desarrollo de vacunas de RSV presenta retos especificos, y su uso clinico es
actualmente un prospecto distante.

En cambio el uso de anticuerpos dirigidos contra las proteinas F y G del VSR,
es un tratamiento que activamente no ha tenido éxito.

Palivizumab (Synagis; Medlmmune/Abbott) es un anticuerpo monoclonal
murino dirigido en contra de la proteina de fusién del VSR que previene el
esparcimiento del virus en el tracto respiratorio inferior. Fue aprobado por la
FDA en 1998 y autorizado como un agente profilactico para bebés nacidos
prematuramente a 35 semanas 0 menos, y/o con enfermedad de corazén o
pulmén congénitas. Palivizumab alcanzé el estado de medicamento estrella
(con ventas sobre $1.2 billones USD en 2008) y Medimmune pretende dominar
este mercado por la siguiente década con anticuerpos de segunda y tercera
generacion, progresando a través de estudios clinicos.

Motavizumab es una variante de afinidad madura, el cual proporciona
proteccion adicional en el tracto respiratorio superior. En noviembre de 2008,
Medimmune recibié un comunicado por parte de la FDA para su Solicitud de
Licencia Bioldgica, y esta contemplado re-enviarlo antes del afio 2009 (TABLA
2). La potencia adicional y los avances en la biodisponibilidad en pulmén al
parecer se han alcanzado a través de evolucién molecular, creando el prototipo
MEDI-557, que esta ahora en evaluacion en Fase | (Dall'Acqua, Kiener, & Wu,
2006).

Por otro lado, la aprobacion de la primera vacuna eficiente de VSR no se
espera antes del afio 2020. Las vacunas de VSR requieren una evaluacion de
la seguridad extendida por los fabricantes y las agencias reguladoras, debido al

riesgo incrementado de la enfermedad. En la mitad de 1960, una vacuna de
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formalina inactivada, causo6 la muerte de dos infantes que estaban enlistados
en un estudio clinico (Fulginiti et al., 1969).

Para un aceptable costo-beneficio y ganancia del reembolso, las vacunas de
VSR probablemente necesitan ser administradas antes del segundo mes de
vida, debido a que la poblacion con mayor riesgo son bebés menores de 6
meses de edad.

Las vacunas ademas no deben reducir la seguridad o eficacia de las ocho
vacunas que actualmente conforman el esquema de inmunizacion de rutina en
infantes.

Medlmmune tiene los candidatos de vacuna mas avanzados: dos
formulaciones que se encuentran actualmente en estudios de Fase I-lla. MEDI-
559 es una vacuna atenuada de RSV pasada en frio evaluada en 320 nifios de
1 a menos de 24 meses. MEDI-534 es una construccion humano-bovina de
virus de parainfluenza quimérica expresando la proteina de fusion del VSR.
Ambos candidatos muestran perfiles de seguridad alentadores en la Fase | de
evaluacion se espera que demuestren datos de eficacia en 2012 (Schickli,
Dubovsky, & Tang, 2009).

La disponibilidad de kits para la deteccién rapida (15 min) de VSR ha abierto
una gran oportunidad de mercado para farmacos antivirales VSR-especificos,
los cuales pueden ser prescritos o administrados en la practica general y en
situaciones de emergencia al tratar infecciones agudas de VSR.

La poblacién total de pacientes (hospitalizados o cuadros leves) que esta
enferma de VSR es considerablemente mas grande que el grupo que tiene
acceso actualmente a Palivizumab.

Resulta importante para el desarrollo de nuevos farmacos y vacunas,
considerar la persistencia del VSR, dado que las evidencias muestran que el
virus que inicia el proceso infeccioso, se modifica.

Por otro lado, el desarrollo de nuevas técnicas de diagnostico tendra que
contemplar las variantes virales que se generan en la persistencia, asi como la
reducida expresion antigénica.

Es relevante estudiar la importancia evolutiva de la adaptacion del virus a su
hospedero, en una relacion que no produce infecciones mortales para el

hospedero, su seleccidn y perpetuacion con el paso de las generaciones.
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TABLA 2. Programas de desarrollo de vacunas y antivirales seleccionada para

VSR.
Producto Responsable  Clase Poblaciéon Fase de
estudio
Motavizumab Medlmmune Abm Fase lll'y
(MEDI-524) humanizado SLB
ALN-RSV01  Alnylam/Cubist siRNA Adultos Fase Il
inmunocomprometidos
RSV604 Arrow/Novartis  Inhibidor de Adultos Fase Il
nucleoproteina  inmunocomprometidos
MEDI-559 Medimmune Vacuna Infantes y nifios Fase I-lla
MEDI-534 Medimmune Vacuna (PIV3) Infantes Fase I-lla
MEDI-557 Medimmune Abm Infantes Fase |

humanizado

SLB: Solicitud de Licencia Biologica; ABm: Anticuerpo monoclonal; PIV3:

parainfluenza virus 3.

38



Xl.  CONCLUSIONES

Los virus han desarrollado diferentes estrategias para el establecimiento de
infecciones persistentes, entre las cuales se encuentran: restriccion del efecto
viral citolitico, infeccidbn de células no permisivas, generacion de variantes
virales, mecanismos para mantener al genoma viral dentro de la célula y
evasion del sistema inmune.

Las evidencias in vitro e in vivo han llevado a numerosos investigadores a
sugerir que el VSR establece infecciones persistentes. Los posibles
mecanismos que el VSR emplea para persistir en un organismo son: evasion
del sistema inmune, presencia de proteinas virales asociadas a la persistencia,
infeccion de sitios privilegiados, presencia de cuasiespecies virales y factores
del hospedero.

Para evadir la vigilancia del sistema inmune se ha descrito que el VSR: tiene
una expresion restringida de genes virales, infecta sitios inmunolégicamente
privilegiados como el Sistema Nervioso Central y rifion; escapa al
reconocimiento de anticuerpos y de células T, presenta supresion de moléculas
de la superficie de la célula requeridas para el reconocimiento de células T,
tiene interferencia con la funciébn de citocinas y participa en la tolerancia
inmunolégica.

Es importante considerar la persistencia del VSR para implementar técnicas de
diagnéstico, que permitan identificar los agentes etiolégicos relacionados con
las patologias asociadas, posiblemente a la presencia del virus: EPOC y asma.
Se deben implementar en la préactica clinica tratamientos adecuados al virus y
efectivos considerando esta persistencia y para el desarrollo de nuevos
antivirales, es necesario que lleguen al sitio de persistencia del VSR.

En el caso de las vacunas efectivas, se deben tomar en cuenta las
cuasiespecies del virus, y de acuerdo a los estudios, las posibles proteinas
diana para el desarrollo de antivirales podrian ser las no estructurales NS1 y
NS2, por sus funciones inmunomoduladoras. Para las infecciones agudas

desarrollar vacunas basadas en VLP, y dirigidas hacia la proteina M.
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