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			Los avances en el campo de la Virología médica, la identificación de nuevos agentes infecciosos, la identificación de la replicación viral, el diseño de antivirales, entre otros, hicieron necesaria la aparición de esta, la segunda edición de Virología médica, que actualiza y profundiza los contenidos de la primera, e incluye aspectos clínicos, condiciones ambientales, reservorios naturales, vectores e infecciones virales asociadas al cuidado de la salud, respondiendo así a las exigencias que los nuevos descubrimientos en biología molecular impulsan en el conocimiento de los virus.

			

			Una profunda comprensión de los aspectos mencionados, su formación y experiencia, otorgan al autor la sensibilidad para seleccionar los temas y exponerlos en la adecuada secuencia temática, con miras a optimizar el conocimiento de un área cada vez más amplia y compleja, ofreciendo una visión comprehensiva que se extiende desde las bases moleculares de la biología viral hasta los aspectos clínicos y terapéuticos.

			

			El personal de salud interesado en conocer más a fondo las enfermedades causadas por virus, las infecciones emergentes o re-emergentes, la asociación entre los virus y algunas neoplasias malignas, el posible uso de los virus para incrementar la respuesta inmune contra diversas enfermedades, encontrará en esta obra abundante material de consulta debidamente actualizado.

			

			Los temas tratados, el material gráfico, diseñado por el autor, un completo Glosario y una amplia selección de lecturas recomendadas y sitios de interés en la red, complementan el valor didáctico de esta obra y la convierten en texto obligado de consulta para profesionales, docentes y estudiantes.
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				La obra que usted tiene en sus manos posee un gran valor. En ella, su autor ha vertido conocimientos, experiencia y mucho trabajo. El editor ha procurado una presentación digna de su  contenido y esta poniendo todo su empeño y recursos para que sea ampliamente difundida, a través de su red de comercialización.

				Al fotocopiar este libro, el autor y el editor dejan de percibir lo que corresponde a la inversión que han realizado y se desalienta la creación de nuevas obras. Rechace cualquier ejemplar "pirata” o fotocopia ilegal de este libro, pues de lo contrario estará contribuyendo al lucro de quienes se aprovechan ilegítimamente del esfuerzo del autor y del editor.

				La reproducción no autorizada de obras protegidas  por e1 derecho de autor no sólo es un delito, sino que atenta contra la creatividad y la difusión de la cultura.

				Para mayor información comuniquese con nosotros:


				


				
					[image: img_pre_002]
				


				www.manualmoderno.com


				



				Editorial El Manual Moderno, S. A. de C. V.

				Av. Sonora 206, Col. Hipódromo, 06100

				México, D.F.


				



				Editorial El Manual Moderno Colombia S.A.S.

				Carrera 12A No. 79-03

				Bogotá, D.C.

			

		

	
		
			

			Virología médica

			

			



			Manuel Antonio Vargas Córdoba

			

			Bachiller del Colegio Mayor de San Bartolomé. Obtuvo su título de Médico-Cirujano en la Universidad Nacional de Colombia en donde ingresó como docente en 1984. Virólogo de la Universidad Católica de Lovaina en donde se graduó con distinción. Ha sido investigador invitado en las universidades de Harvard, Católica de Lovaina, Bologna y Caen. Se desempeñó como director del departamento de Microbiología de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia (1996-2000 y 2008-2011). Desde el año 2002 se desempeña como Profesor Titular de la Facultad de Medicina en donde dicta las cátedras de Virología, Virología médica, Virus y embarazo y Virología básica y molecular; así como seminarios para grupos de médicos en especialidades médicas.

			





			
				[image: img_pre_003]
			

		

	
		
			Importante

			

			Los autores y la editorial de esta obra han tenido el cuidado de comprobar que las dosis y los esquemas terapéuticos sean correctos y compatibles con los estándares de aceptación general en la fecha de publicación de esta obra. No obstante, es difícil estar seguro de manera absoluta que la información proporcionada es totalmente adecuada en todas las circunstancias. Se aconseja al lector consultar cuidadosamente el material de instrucciones e información incluido en el inserto del empaque de cada agente o fármaco terapéutico antes de administrarlo. Ello es muy importante en los casos en que se usen medicamentos nuevos o de uso poco frecuente. La editorial no se responsabiliza por cualquier alteración, pérdida o daño que pudiera ocurrir como consecuencia, directa o indirecta, derivadas del uso y aplicación de cualquier parte del contenido de la presente obra. La anterior advertencia se hace extensiva a los dispositivos médicos y terapéuticos citados en este libro.
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			Presentación

			

			Agradezco el honor y el privilegio de presentar la segunda edición del libro Virología médica, texto escrito por el doctor Manuel Antonio Vargas Córdoba, Profesor Titular de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.

			Esta edición encuentra su justificación no solo en los rápidos avances en el campo de la virología médica, sino en el hecho de que la primera se ha constituido en el principal texto de consulta en el tema y se encuentra agotada. La presente versión no solo actualiza y profundiza los contenidos, sino que ofrece una visión comprehensiva que se extiende desde las bases moleculares de la biología viral hasta los aspectos clínicos y terapéuticos, pasando por temas íntimamente relacionados como las condiciones ambientales, los reservorios naturales y los vectores. Se han incluido temas adicionales como las infecciones virales que se asocian con manifestaciones hemorrágicas, los infecciones virales con signos cutáneos, las infecciones transmitidas por vectores y un capítulo novedoso sobre las infecciones virales asociadas al cuidado de la salud. La formación del autor como médico y virólogo le confiere una profunda comprensión de los aspectos mencionados, y su amplia experiencia como docente le permitieron seleccionar los temas más relevantes, la didáctica de la presentación y la secuencia temática, de un área del conocimiento cada día más vasta y compleja.

			Aunque pueden hallarse indicios de afecciones virales en el Egipto antiguo, catorce siglos antes de Cristo, puede considerarse que el surgimiento de la virología como la entendemos hoy día, data de 1892 cuando el botánico y microbiólogo ruso Dimitri Iósifovich Ivanovski (1864-1920), investigando la causa de una enfermedad de rápido desarrollo en las plantas de tabaco que les confería un diseño de mosaico a sus hojas –de donde toma su nombre de virus del mosaico del tabaco–, encontró que extractos obtenidos por filtración de plantas afectadas podían infectar a plantas sanas; el agente no podía identificarse con el microscopio. El botánico y microbiólogo holandés Martinus Willem Beijerinick (1851-1931), seis años después, confirmó estos resultados y consideró que se trataba de partículas infecciosas de un tamaño tan pequeño que les había permitido pasar por el filtro. Beijerinick denominó virus al agente, por la palabra latina que significa veneno o toxina y durante un tiempo se conocieron también como virus filtrables por su capacidad de atravesar los finos poros de los filtros de cerámica utilizados en los mencionados experimentos.

			En la era moderna, el descubrimiento de la estructura del ADN en 1953 por Francis Crick y James Watson, significó un inmenso salto cualitativo en todas las áreas de la biología y el nacimiento de la medicina científica. La virología, constitutiva de ambos campos del conocimiento no fue la excepción. La biología molecular facilitó rápidos avances en la identificación de las formas de replicación viral, el desarrollo de métodos confiables para hacer el diagnóstico de precisión, la identificación de nuevos agentes infecciosos y el desciframiento de su estructura en forma expedita, el diseño de medicamentos antivirales y la concepción de vacunas recombinantes.

			Es apenas natural que el personal de salud deba conocer ampliamente las enfermedades infecciosas causadas por virus en razón a la carga que suponen; por ello, esta obra se convertirá en breve en texto obligado de enseñanza y consulta. Pero además, hay un renovado interés en la virología médica que surge por varias circunstancias: la difusión de las herramientas de la biología molecular y el desarrollo de técnicas de cultivo; el reconocimiento de la capacidad de mutación en cortos periodos; las infecciones virales emergentes o reemergentes; las dificultades en los controles de reservorios y vectores, a pesar –y en ocasiones como consecuencia– de los enormes esfuerzos para su erradicación; la asociación etiológica entre los virus y algunas neoplasias malignas y, en consecuencia, la posibilidad de emplear vacunas para la prevención de las mismas; la posibilidad de usar virus como vehículos terapéuticos específicos o para incrementar la respuesta inmune contra diversas enfermedades; la amenaza del diseño de armas biológicas: la infección por virus transmitidos por el mismo vector; y el descubrimiento reciente de la asociación de la infección con el virus del Zika durante la gestación con microcefalia fetal y neonatal.

			Por otro lado, desde la aparición de la primera edición de la obra, han ocurrido brotes o epidemias de infecciones ampliamente comentados por los organismos de salud, los medios de comunicación y las redes sociales, particularmente cuando, consideradas de poco interés para los países desarrollados, la globalización y el rápido desplazamiento de personas afectó a estos países. Este es el caso de las infecciones por los virus AH1N1, ébola, dengue, chikungunya y zika. Sin duda, además de los factores biológicos, existen variables sociológicas y antropológicas que influyen en la distribución de las infecciones virales, en la disponibilidad de métodos de diagnóstico, tratamiento y control y en la investigación sobre estas enfermedades; este texto contribuye ampliamente a su análisis y discusión.

			Otra razón para el renovado interés en la virología médica es el reciente surgimiento de concepciones discordantes en relación con la vacunación. Después de mil años de historia de las inmunizaciones, practicadas por primera vez en la China y en la India, y habiéndose probado la efectividad de las vacunas modernas, han surgido opiniones contrarias a su uso bajo del supuesto de la existencia de formas alternas de evitar las infecciones virales o por temor a los efectos adversos, como ha ocurrido recientemente con la vacunación contra el virus del papiloma humano que se utiliza para prevenir enfermedades preneoplásicas y neoplásicas con las que este virus tiene una relación causal demostrada. Aún es temprano, pero las consecuencias negativas en la salud pública de estos planteamientos pueden ser catastróficas. El equipo de salud debe estar siempre atento a los resultados de la investigación científica y a la información proveniente de organismos internacionales de salud reconocidos y comprometidos con las comunidades, acerca de los beneficios y los riesgos de cada vacuna en circunstancias específicas, y no se puede subestimar el valor de años de observación y experimentación metódicas sin hacer un análisis crítico de la evidencia disponible. El doctor Vargas desarrolla a profundidad un capítulo sobre la inmunización activa y pasiva, en el que analiza seriamente cada una de las vacunas existentes, sus ventajas, desventajas y contraindicaciones, y dedica una sección a la vacunación durante el embarazo, lo que agrega interés a la obra.

			El texto está estructurado en 18 capítulos que guardan un orden lógico, tiene 273 bellas y didácticas ilustraciones diseñadas por el autor, 180 tablas que le confieren una claridad y presentación impecables, un completo glosario y una selección calificada de lecturas recomendadas y de sitios de interés en la red para quienes deseen profundizar en temas específicos o acceder a material audiovisual complementario.

			Considero que esta obra constituye un verdadero tratado de Virología médica; en ella se reflejan el conocimiento, la dedicación y el compromiso del autor con los estudiantes, la comunidad, la educación, la difusión científica y el ejercicio en las ciencias de la salud. Se trata de un texto obligado de consulta para docentes, estudiantes de pregrado y de posgrado y de todos los interesados en el cuidado en las áreas de la salud.

			


			Ariel Iván Ruiz Parra, MD, MEd, MSc.

			Profesor Titular
Departamento de Obstetricia y Ginecología
e Instituto de Investigaciones Clínicas
Decano Facultad de Medicina

			Universidad Nacional de Colombia

			

			Bogotá, Colombia, 6 de junio de 2016

		

	
		
			

			Prólogo a la primera edición

			

			La virología ha avanzado a grandes pasos en las dos últimas décadas gracias a los aportes de la biología celular y molecular, a los avances de la genética, a los descubrimientos en el campo de la inmunología, a los nuevos productos de la farmacología, al entorno cambiante de la epidemiología y a la aparición de nuevas enfermedades que causan patologías antes desconocidas.

			La virología es un campo de conocimiento en el que los últimos avances de las ciencias básicas se ponen a la orden del día para su aplicación en la práctica médica corriente.

			Ante un panorama tan versátil, el médico tiene que estar actualizado en conocimientos básicos que se entrelazan rápidamente con la práctica clínica. Este libro surge como una respuesta a la necesidad de tener un sólido fundamento en un área de la medicina que no conoce fronteras geográficas ni culturales, en las que las epidemias nuevas o antiguas cobran actualidad, en las que el diagnóstico preciso puede brindar una esperanza terapéutica y las medidas de control logren erradicar infecciones del planeta.

			Este libro brinda un panorama amplio de lo básico a lo aplicado, de lo general a lo específico, sin querer ser exhaustivo.

			Espero que su contenido pueda ser útil al estudiante de medicina, al médico general, al patólogo clínico, al infectólogo y sea un punto de partida para los que se inicien en el campo de la investigación básica en esta área.

		

	
		
			

			Prólogo a la segunda edición

			

			Desde la aparición de la primera edición de este libro en 2002, se ha presentado un amplio desarrollo del conocimiento en el campo de las infecciones virales. Por este motivo surge la necesidad de revisar, profundizar y actualizar la primera versión del libro Virología médica. En la presente edición, se organizaron y ampliaron los capítulos concernientes a la virología básica, patogénesis, diagnóstico, prevención y tratamiento de las enfermedades virales. Los capítulos de infecciones específicas se ordenaron de una manera sistemática, que incluyen no solo los síndromes clínicos, sino también una información un poco más detallada de los diferentes agentes infecciosos involucrados. Al grupo de infecciones por virus de la familia Herpesviridae, se le brindó un espacio aparte por el carácter común de virus con latencia y la variedad de patologías producidas. De igual manera, se presentan capítulos nuevos como las infecciones trasmitidas por vectores; las infecciones virales con manifestaciones en la piel; las infecciones virales con manifestaciones hemorrágicas y, por último, las infecciones virales asociadas al cuidado de la salud.

			Este libro no pretende en ningún momento ser un texto exhaustivo, puesto que existen obras muy amplias de referencia como la Virología de Fields y las Virologías Clínicas de Douglas Richman y Arie Zuckerman, que presentan en los campos de virología básica y clínica elementos suplementarios importantes; sin embargo, por la escasez de textos de virología médica en idioma español, quisiera que este aporte llegara a los estudiantes hispanoparlantes de medicina, microbiología, infectología y especialidades médico-quirúrgicas interesados en un material útil para su formación esencial.

			Agradezco a todos mis estudiantes regulares en los cursos de microbiología, Virología médica, Virus y embarazo y Virología básica molecular que con su entusiasmo y críticas constructivas me han impuesto la responsabilidad de llenar cada vez más sus nuevas expectativas. También agradezco a la Universidad Nacional de Colombia que durante 32 años me ha dado la libertad de cátedra necesaria que me ha permitido desarrollar la disciplina de virología a mi cargo, continua fuente de inspiración para la presente obra.

		

	
		
			Capítulo 1

			

			Generalidades de Virología: estructura y taxonomía viral

			



			
			The study of biology is partly an exercise in natural aesthetics. We derive much of our pleasure as biologists from the continuing realization of how economical, elegant and intelligent are the accidents of evolution that have been maintained by selection. A virologist is amongst the luckiest of biologists because he can see into his chosen pet down to the details of all of its molecules. The virologist sees how an extreme parasite functions using just the most fundamental aspects of biological behavior…

			

			David Baltimore. Palabras durante su premiación como Premio Nobel 1975

			



			El estudio de la estructura viral permite conocer cómo están hechas las partículas virales, cómo interactúan con el hospedero, cómo se protege el genoma, la forma mediante la cual la información genética accede hasta los organelos celulares y cómo interacciona con la célula hospedera para lograr un ciclo replicativo infeccioso eficaz, con ensamblaje, transporte y liberación de partículas virales.


			
			Recuento histórico

			


			Existen evidencias de que los agentes virales producen enfermedades importantes desde hace varios siglos. En la Ilíada, Homero describe a Aquiles que se encontraba rabioso como un perro, haciendo referencia al estado agresivo de este animal afectado por el virus de la rabia. En una estela que data del año 1400 a. C. se observa la figura de un sacerdote de Menfis con atrofia de un miembro inferior, lo que sugiere que lesiones paralíticas de tipo polio ya afectaban la población del antiguo Egipto. La momia del faraón Ramsés V, muerto en 1196 a. C., muestra lesiones que son compatibles con secuelas de viruela. También se conoce que en el año 1000 a. C. la viruela era endémica en China y que para combatirla los antiguos utilizaban prácticas de variolización con aplicación intranasal de macerados de costras de viruela desecadas.

			Las epidemias o pandemias de infecciones virales diezmaron en múltiples ocasiones la población de Europa y se convirtieron en aliados de los ejércitos conquistadores en América.

			La variolización fue una práctica llevada a Europa por la esposa de un embajador inglés ante el imperio otomano. Lady Mary Wortley Montagu (1689-1762) introdujo esta práctica en Inglaterra en 1721. En 1794 y 1796 Edward Jenner (1749-1823) inició las primeras prácticas de inmunización activa, al inocular un virus heterólogo humano para proteger contra la viruela.

			En 1880 Robert Koch (1843-1910) y Louis Pasteur (1822-1895) desarrollaron la teoría de los gérmenes como agentes infecciosos y sentaron las bases para fijar los criterios que hoy se conocen como los “Postulados de Koch” y que siguen siendo aún reconocidos como la prueba de causalidad de enfermedad. Estos principios, son:



			
				
						1.

						El agente debe estar presente en todo caso de enfermedad y asociarse con las lesiones características.

				

				
						2.

						
El agente debe aislarse del huésped infectado y crecer in vitro.
 
				

				
						3.

						
La enfermedad debe reproducirse cuando un cultivo del agente causal es inoculado a un huésped susceptible.
 
				

				
						4.

						
El mismo agente debe recuperarse a partir del huésped experimentalmente infectado.
 
				

			


			


			La evidencia de existencia de los virus fue muy anterior a su identificación. Los primeros indicios de la existencia viral fueron dados en 1892 por Dimitri Ivanovski (1864-1920) un botánico ruso quien demostró que extractos de plantas de tabaco afectadas por lesiones de tipo moteado claro, al ser sometidos a ultrafiltración a través de instrumentos de cerámica, conservaban la capacidad de transmitir la enfermedad. Ya que estos filtros retenían las bacterias más pequeñas (por entonces conocidas como ‘etiología de infección’) se supuso que la entidad era debida a un “veneno” presente en los extractos y se elaboró la teoría viral de transmisión de enfermedad. Por el concepto de veneno se desarrolló el término virus.

			En 1898, Martinus Willen Beijerinck (1851-1931) confirmó y amplió la teoría de Ivanovski y desarrolló la idea moderna de virus que él refería como contagium vivum fluidum, etimológicamente agente infeccioso soluble. Sus primeras experiencias demuestran que la nueva forma infecciosa era un agente filtrable que tenía características de agente vivo.

			En ese mismo año, Friedrich Loeffler (1852-1915) y Paul Frosch (1860-1928), encontraron que agentes ultrafiltrables eran también los responsables de la fiebre aftosa (foot and mouth disease) del ganado. En 1909, Karl Landsteiner (1868-1943) y Erwin Popper (1879-1955), comprobaron que la poliomielitis era igualmente causada por un agente de muy pequeña talla. En 1908 dos patólogos daneses Wilhelm Ellerman (1868-1943) y Hans Olaf Bang (1913-1994), reportaron que la leucemia de aves domésticas (hoy llamada eritroblastosis aviar) era igualmente transmitida por ultrafiltrados celulares libres de bacterias y en 1911 Francis Peyton Rous (1879-1970), identificó que formas de tumores sólidos de aves tipo sarcoma eran también transmitidos por filtrados libres de células.

			En 1913 Constantin Levaditi (1874-1953) logra cultivar virus polio y virus de la rabia en tejido nervioso. En 1915, Frederick Twort (1877-1950) y en 1917 Félix d’Herelle (1873-1949) identificaron la transformación de bacterias estreptocócicas a formas vítreas y transparentes (formas muertas) por ultrafiltrados que infectaban las bacterias cultivadas en agar. Twort inicialmente pensó que se trataba de una bacteria muy pequeña, de un protozoario, o bien una enzima tóxica para las bacterias, estos agentes fueron denominados bacteriófagos a partir de esa época (“comedores de bacterias”) por d’Herelle. Las primeras experiencias de d’Herelle permitieron cuantificar los virus mediante el cultivo de diluciones seriadas de inóculos que contenían virus e inició el camino de los métodos que llevaron al concepto de unidades formadoras de placas (P. F. U. por la sigla en inglés de Plaque Forming Units). En 1926 Alexis Carrel (1873-1944) logra cultivar virus del sarcoma de Rous en macrófagos humanos. En 1926 los trabajos de Theodor Svedberg (1844-1971) sobre la ultracentrifugación permitieron desarrollar los métodos para la purificación de las partículas virales.

			En 1929 F. O. Holmes inocula hojas de tabaco (Nicotiana glutinosa) con el virus del mosaico de tabaco, lo que genera la formación de lesiones necróticas e inicia los métodos de cuantificación de lesiones para determinar la cantidad de un inóculo viral.

			En 1931 Alice Woodruff y Ernest Goodpasture (1866-1960) propagan virus utilizando huevos embrionados de gallinas. En 1932

			Ernst Ruska (1906-1988) y Max Knoll (1897-1969) desarrollan la microscopia electrónica, técnica que permite la visualización de partículas virales. En 1936 Albert Sabin (1906-1993) y Peter Olistsky (1866-1964) cultivan virus polio en tejido nervioso embrionario de origen humano, desarrollando los primeros pasos para la elaboración de la vacuna contra la poliomielitis. En 1938 Max Theiler (1899-1972) desarrolla la vacuna de fiebre amarilla utilizando para su replicación huevos embrionados. Hacia el año 1949, John F. Enders (1897-1985), Thomas Weller (1915-2008) y Frederick Robbins (1916-2003) propagaron el virus polio utilizando cultivos celulares de origen no neuronal, lo que dio inicio a la década de oro de la virología en la que se aislaron muchos virus entéricos y respiratorios. En 1954 Jonas Edward Salk (1914-1995) desarrolla la vacuna inactivada de polio y en 1960 Albert Sabin estandariza la técnica para la producción de la vacuna viva atenuada de polio. Los medios de cultivo celular fueron optimizados en 1955 por Eagle.

			En 1955 Heinz Fraenkel-Conrat (1910-1999) y Robley C. Williams (1908-1995) hacen la primera reconstitución del virus del mosaico del tabaco de sus componentes básicos en partículas infecciosas. En 1956, Alfred Gierer y Gerhard Schramm (1910-1969) demostraron que el ácido nucleico viral podía ser infectante; para finales de los años sesenta, Sol Spiegelman (1914-1983) y Arthur Kornberg (1918-2007) confirmaron que los ácidos nucleicos pueden replicarse in vitro. Por la estrecha relación del virus con las células hospederas, los virólogos utilizaron las partículas virales para resolver enigmas de la fisiología celular (vías de regulación y sistemas de señalización). Con el desarrollo de la microscopía electrónica hacia 1932 por Max Knoll y Ernst Ruska, se pudo identificar estos microbios invisibles que escapan al límite de resolución del microscopio de luz 200 nm (2.000 Å).

			Muchos de los conocimientos básicos de la biología molecular fueron posibles por experimentos realizados con virus, como se ejemplifica a continuación. Alfred Hershey (1908-1997) y Martha Chase (1927-2003) descubren que la información genética se encuentra asociada al ADN por evidencia de ensayos con fagos T2 de Escherichia coli. Las primeras secuencias enhancers fueron descubiertas en los virus simianos 40 (SV40). La actividad de transcriptasa inversa fue descrita independientemente en retrovirus por David Baltimore (1938-) y Howard Temin (1934-1994) en 1971. En 1977 Philip Sharp y Richard Roberts (describen los fenómenos de splicing de ARN, la escisión de intrones y la formación de exones conducentes a la generación de ARNm en modelos de transcripción que empleaban adenovirus. Las primeras señales de localización nuclear dadas por la secuencia de aminoácidos Pro-ProLys-Lys-Arg-Lys-Val fueron descritas por A. E. Smith y colaboradores en la proteína T del virus SV40. La unión del ARN a los ribosomas por la estructura cap en 5’ fueron expuestas en modelos de poxvirus y reovirus y las primeras secuencias IRES (por Internal Ribosomal Entry Site) en el ARN en sistemas de picornavirus. En 1983 Françoise Barré-Sinoussi y Luc Montagnier descubren en París el agente causal de una nueva epidemia mundial, el virus de inmunodeficiencia humana, trabajo que les ameritaría el premio Nobel de Medicina. En 1989 el equipo de Michael Houghton y Qui-Lim Choo logran clonar el material genético del virus de la hepatitis C. El final del siglo XX y comienzos del siglo XXI se caracterizaron por la aparición de nuevos virus que culminaron en 2009 con la pandemia de virus influenza de origen porcino.




			Propiedades y conformación de las partículas virales

			

			
			Hay que comprender las partículas virales como estructuras dinámicas, ajustables, plásticas. Los virus sufren cambios conformacionales cuando interactúan con la célula hospedera, permitiendo la unión y entrada al interior de la misma. Es posible simplificar su descripción afirmando que los virus son máquinas macromoleculares (o mejor nano estructuras) capaces de localizar una información genética al interior de la célula para garantizar su persistencia en el universo. Fuera de la célula hospedera los virus sobreviven como virus o partículas infecciosas denominadas viriones. La partícula viral tiene la capacidad de interactuar con la célula permisiva, modular la función de la célula para que sintetice sus elementos constitutivos y producir una descendencia que pueda continuar multiplicándose.



			
				Premios Nobel asignados a investigadores en áreas de la Virología y afines

				1951: Max Theiler: desarrollo de la vacuna contra la fiebre amarilla.

				1954: John Franklin Enders, Thomas Huckle Weller, Frederick Chapman Robbins: descubrimiento del cultivo viral como manera eficiente de producción de virus.

				1965: François Jacob, André Lwoff, Jacques Monod: por sus descubrimientos sobre el control genético de la síntesis de enzimas y virus.

				1966: Peyton Rous: identificación de virus inductores de tumores.

				1969: Max Delbrück, Alfred D. Hershey, Salvador E. Luria. Trabajos sobre los mecanismos de replicación y genética de virus.

				1975: David Baltimore, Renato Dulbeco y Howard Martin Temin: descubrimiento de los virus causantes de tumores y su interacción con el material genético.

				1976: Baruch S. Blumberg: mecanismos, origen y diseminación de enfermedades infecciosas causadas por virus de la hepatitis B (HBV) y Carleton Gajdusek: priones y nuevos mecanismos en la difusión de enfermedad.

				1982: Aaron Klug: desarrollo de la microscopía electrónica cristalográfica que permite elucidar la estructura de los virus y las interacciones entre proteínas y ácidos nucleicos.

				1986: Gerd Binnig y Heinrich Rohrer Nobeles de física por su trabajo en microscopía de barrido de túnel, recibieron el premio junto con Ernst Ruska el diseñador del primer microscopio electrónico.

				1988: Sir James W. Black, Gertrude B. Elion y George H. Hitchings: por su contribución al desarrollo de medicamentos para el tratamiento de cáncer, malaria e infecciones virales.

				1989: J. Michael Bishop, Harold E. Varmus: por su descubrimiento del origen celular de los oncogenes retrovirales.

				1993: Kary Banks Mullis: desarrollo de la técnica de amplificación genómica por reacción en cadena de la polimerasa que facilita desarrollar métodos diagnósticos sensibles para infecciones de origen viral. Michael Smith, trabajos de mutagénesis dirigida en el estudio de las proteínas.

				1997: Stanley B. Prusiner: descubrimiento de los priones como nuevos elementos biológicos de infección.

				2008: Luc Montagnier y Françoise Barré-Sinoussi: descubrimiento del VIH como agente productor del SIDA.

				2008: Harald zur Hausen: describe la relación del virus del papiloma humano (HPV) como agente productor de cáncer de cuello uterino.

			



			Las partículas virales tienen grandes diferencias con las células procariotas, no poseen organelos ni son autónomos en su multiplicación y evolución, aunque presentan ciertas características propias de los seres vivos, como son:


			
				
						1.

						Poseen un material genético (ARN o ADN) que le confiere capacidad de evolucionar. 

				

				
						2.

						Pueden replicarse aunque son dependientes de células para este cometido (autorreplicación). 

				

				
						3.

						Presentan alta variabilidad entre los diferentes géneros y especies. 

				

				
						4.

						Pueden transmitir la información genética. 

				

				
						5.

						Presenta especificidad de interacción con la célula huésped 

				

			


			


			Se podría afirmar que si bien los virus son un acúmulo complejo de macromoléculas orgánicas, una vez en el interior de la célula huésped, son agentes vivos capaces de reproducirse y transmitir sus propiedades a la descendencia. Algunos autores consideran los virus como organelos extracelulares capaces de intercambiar material genético. En breve, un virus es un segmento de material genético protegido por una cubierta proteica, y que básicamente sólo posee un mensaje central: “cópiame”. Con respecto a las partículas virales, es necesario aclarar algunos términos empleados para definir sus estructuras:


			
				
						•

						Subunidad proteica. Se denomina así a la cadena poli peptídica plegada. 

				

				
						•

						Unidad estructural. Corresponde a la colección de varias subunidades proteicas (protómero) que se unen para conformar un bloque de ensamblaje mayor denominado capsómero. 

				

				
						•

						Capsómero. Componente de la cápside construido de varias moléculas proteicas idénticas. Estructuras que se observan como acúmulos o agrupaciones en la superficie del virión.

				

				
						•

						Unidad de ensamblaje. Es el conjunto de subunidades o unidades estructurales que son intermediarios importantes para formar estructuras más complejas.

				

				
						•

						Cápside. Es el caparazón proteico que rodea directamente el material genético viral, protegiéndolo de la degradación por agentes físicos o químicos presentes en el medio externo.

				

				
						•

						Nucleocápside. Este término se reserva a las partículas virales complejas; corresponde al conjunto de proteínas y ácidos nucleicos. De esta manera es como se empaqueta el genoma viral.

				

				
						•

						Envoltura o membrana. Es la bicapa lipídica originada de las unidades de membrana celular y asociada con las glicoproteínas, se encuentra alrededor de la nucleocápside.

				

				
						•

						Virión. Se denomina así a la partícula viral completa e infectante.

				

			


			



			Las partículas virales son parásitas obligadas que necesitan interrelacionarse con la célula hospedera. Se denominan antirreceptores virales o proteínas virales de unión (VAP por Viral Attachment Protein) a las moléculas encargadas de la adhesión a los receptores celulares; estos elementos se encuentran en las porciones más superficiales de la partícula viral. Estas mismas estructuras son de carácter hidrofílico y estimulan la síntesis de anticuerpos neutralizantes.



			Estructura viral 

			


			
			Las metodologías de cristalografía de rayos-X, la tomografía crioelectrónica, la microscopía de fuerza atómica y la resonancia nuclear magnética, proveen en su conjunto elementos para obtener información estructural de las partículas virales hasta una resolución molecular, dando detalles de la organización íntima de los componentes moleculares de los virus. El poder de resolución de estas técnicas permite distinguir estructuras cercanas a 4 Angstrom (1 Angstrom = 10-10 metros = 0.1 nm).

			En las partículas virales se distinguen varios elementos constitutivos fundamentales. Estos elementos se ensamblan en el interior de la célula, dando lugar al virión o partícula viral madura o completa; esta última puede infectar una célula y producir así su descendencia. La estructura viral debe ser comprendida como la consecuencia de una interacción autodirigida de gran número de unidades químicas idénticas.

			La cápside viral es una estructura proteica que sirve de caja de seguridad, protegiendo el ácido nucleico de la degradación lítica. En la cápside, a su vez, pueden reconocerse unidades morfológicas o bloques químicos que son los denominados capsómeros. Las proteínas estructurales que ayudan a conformar los capsómeros son las denominadas unidades químicas. El conjunto formado por el ácido nucleico y la cápside se denomina nucleocápside; éste, a su vez, en muchas partículas virales, puede ser el homólogo de virión o partícula viral madura; sin embargo, en otros casos, existen algunos elementos diferentes que conforman la estructura.

			En la figura 1.1 se puede observar un esquema de los elementos presentes en la estructura de las partículas virales cubiertas y desnudas. Como la cantidad de material genético contenida en la partícula viral es limitada, evolutivamente se ha desarrollado una economía de información genética, que se traduce en un número limitado de proteínas virales que se sintetizan en un alto número de copias. La estructura viral por lo tanto se forma a partir de un número reducido de subunidades proteicas. Para tal efecto, es necesario que estas proteínas se organicen en forma simétrica, empleando múltiples copias de una misma proteína o produciendo proteínas que tengan la posibilidad de adquirir varias conformaciones. La cápside viral es una estructura proteica que sirve de “caja de seguridad”, protegiendo el ácido nucleico de la degradación lítica. En la cápside, a su vez, pueden reconocerse unidades morfológicas o bloques químicos que son los denominados capsómeros. Las proteínas estructurales que ayudan a conformar los capsómeros son las denominadas unidades químicas.

			Las estructura de la cápside viral puede adoptar dos tipos de simetría: la icosaédrica (poliedro de 20 caras triangulares) y la helicoidal. La organización simétrica de las proteínas confiere a la partícula un contacto y uniones covalentes máximas con el medio que las rodea. En la simetría icosaédrica, las proteínas se organizan de tal forma que se adopta la estructura de un poliedro de tipo icosaédrico, el cual alberga en su interior el ácido nucleico. En las cápsides con simetría helicoidal, las unidades químicas se ordenan en forma de hélice o espiral, dejando en su interior un espacio en donde se acomoda el material genético. Las estructuras de tipo icosaedro se describen utilizando los ejes de simetría, que guardan relación con el número de subunidades proteicas que confluyen en un mismo punto. Los ejes de simetría son de tipo pentamérico (presentes en número de seis en la cápside), trimérico (presentes en número de 10 en la cápside) o dimérico (presentes en número de 15 en la cápside), (figuras 1.2 y 1.3).
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			Figura 1.1. Elementos constitutivos de las partículas virales cubiertas (A) y desnudas (B)


			Las cápsides icosaédricas contienen 60 copias de una subunidad proteica y el número total de subunidades se determina como 60T. La correspondencia de número de subunidades no siempre se mantiene. Estas subunidades se encuentran relacionadas en diferentes ejes de simetría en los vértices, caras o bordes de la estructura icosaédrica. Cada una de las caras del icosaedro está formada por triángulos; a su vez, las proteínas que componen estos triángulos pueden ser irregulares y están formadas por un conjunto de tres proteínas (figuras 1.4a y 1.4b).

			Las subunidades proteicas tienen un tamaño que varía entre 20 y 40 kda, con variaciones que suceden en los extremos carboxi o amino terminal y en secuencias de inserción que ocurren entre las hojas beta. En el caso de los virus con simetría helicoidal, los estudios de cristalografía de rayos X han demostrado que las proteínas se organizan alrededor del genoma, siguiendo una disposición en hélice y no en pila de discos aislados. Las proteínas se disponen de tal forma que entre ellas se establece una relación constante de amplitud y pendiente. Los extremos de las proteínas con cargas (+) se disponen en contacto con las cargas (–) del genoma.
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			Figura 1.2. Esquema de una cápside icosaédrica y de un dodecaedro mostrando la localización de los ejes de simetría diméricos, triméricos y pentaméricos (2, 3 y 5)
Los triángulos rojos definen la forma como están relacionadas estas simetrías.
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			Figura 1.3. Esquemas de un icosaedro y un dodecaedro que muestran la localización de los ejes de simetría dimérica, trimérica y pentamérica (2, 3 y 5) 
Los triángulos rojos definen la forma como están relacionadas estas simetrías. 
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			Figura 1.4a. Estructura de las cápsides icosaédrica y de los bloques de ensamblaje (barriletes beta) 
Detalle de cómo los péptidos de las cápsides virales (VP1, VP2 y VP3), cada uno con estructura de barrilete beta, se ensamblan de una manera simétrica alrededor de ejes de simetría. 
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			Figura 1.4b. Estructura no plegada de las proteínas de las cápsides virales 
Los colores corresponden al mismo patrón del barrilete beta. 




			Las cápsides de simetría helicoidal se describen utilizando el diámetro (d), la altura de la subunidad (p) y el número de subunidades por giro en la estructura. Existirá un número de proteínas que sea necesario para cubrir la integridad del genoma viral (figura 1.5).

			La simetría tiene algunas reglas generales que rigen su estructuración:




			
				
						1.

						Las subunidades tienen contactos idénticos con las estructuras de su entorno, dando lugar a uniones o interacciones repetitivas que aisladamente son de bajo poder cohesivo pero que sumadas dan uniones muy estables.

				

				
						2.

						Los contactos entre estructuras adyacentes son de tipo no covalente, lo cual hace que la estructura formada tenga un carácter reversible.
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			Figura 1.5. Estructura de los virus con simetría helicoidal 
Obsérvese la disposición de las proteínas alrededor del genoma en forma de espina de pescado. 


			Indistintamente del tipo de simetría que tenga la cápside viral, el virión puede ser cubierto o desnudo. Los primeros son aquellos que poseen una envoltura lipoproteíca originada de las unidades de membrana celular que rodean la nucleocápside; los últimos carecen de este tipo de envoltura. En la bicapa lipídica se observan unas proyecciones proteicas que reciben el nombre de peplómeros. En la figura 1.5 se observa la manera como se ensamblan las proteínas en la cápside viral del bacteriófago M13. Tanto en los virus cubiertos como en los desnudos, las estructuras más superficiales son las que desempeñan un papel más eficaz desde el punto de vista del estímulo al sistema inmune y la respuesta de anticuerpos neutralizantes. A su vez, en la parte externa del virión se encuentran los antirreceptores, proteínas encargadas de la unión al receptor presente en la superficie de la membrana de la célula hospedera.



			Composición química de los virus 

			


			Las partículas virales poseen dentro de su composición química, las mismas moléculas orgánicas que constituyen los organismos vivos. Se pueden encontrar ácidos nucleicos, proteínas, carbohidratos y lípidos. Se explica por separado cada uno de estos componentes.



			Ácidos nucleicos 


			Los viriones poseen su información genética en forma de ácido ribonucleico (ARN) o ácido desoxirribonucleico (ADN). Cualquiera de estas moléculas puede ser la fuente de información. En este aspecto, los virus se diferencian de los microorganismos (bacterias u hongos), en que éstos poseen en su genoma una sola forma de ácido nucleico, el ADN. El ácido nucleico, a su vez, puede existir en múltiples presentaciones: de cadena única o doble, en disposición helicoidal o doble cadena circular, molécula única o segmentada (figura 1.6). Excepcionalmente, en los virus puede presentarse ADN de filamento único como en el caso de la familia Parvoviridae o ARN de doble cadena como en la familia Reoviridae.
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			Figura 1.6. Diversas formas de organización del genoma en los virus ARN y ADN 
ARN: ácido ribonucleico. ADN: ácido desoxirribonucleico. (+): sentido positivo.
(-): sentido negativo. cs: cadena sencilla. dc: doble cadena. 



			Con los estudios de genética viral se rompió el dogma central de la biología molecular que sostenía que la información genética se almacenaba como ADN y después se transcribía como ARN para ser traducida finalmente a proteínas en los ribosomas. En algunas partículas virales no sólo la información puede ser almacenada en forma de ARN, sino que el ARN genómico puede transformarse en ADN e incorporarse con el genoma de la célula huésped, gracias a la existencia de una enzima denominada transcriptasa inversa. Este último mecanismo sería el responsable de que la partícula viral tenga la capacidad de transformar genéticamente las células normales, convirtiéndolas en células tumorales, como sucede con los virus miembros del grupo Retroviridae, subfamilia Oncornavirinae. Este mecanismo puede ser también el responsable de la pérdida de diferenciación que ocurre en células normales, causando alteración de la función, como sería el efecto de los virus linfotropos HTLV I, HTLV II y VIH, sobre células de la línea linfocitaria.

			El tamaño del material genético varía de 1,7 a 300 kilobases y si se considera que un gen equivale en forma aproximada a 1 kilobase, se puede inferir la gran variedad de proteínas contenidas en el genoma viral. Por otra parte, en algunos casos, por mecanismos de empalme alternativo (alternative splicing), una misma región genómica es capaz de codificar para varias proteínas con marcos abiertos de lectura (sigla en inglés ORF por Open Reading Frame) idénticos, lo que contribuye a aumentar el potencial de codificación del material genético y a incrementar la diversidad de las proteínas virales.

			El ARN se considera de polaridad positiva (+) cuando en el interior de la célula infectada se comporta como un ARNm, lo cual determina que para la formación de viriones no se requiere de ARN transcriptasa en fase temprana. Los ADN de polaridad positiva tienen la misma secuencia de nucleótidos que el ARN de sentido positivo, pero en lugar de uracilo poseen timina. Los ARN de polaridad negativa (–) son no codantes y en la célula se comportan como intermediarios replicativos para la síntesis de ARNm. En algunas partículas virales puede encontrarse una serie de bases anormales como la 5-hidroximetilcitosina (5-OHMC) o se pueden hallar cadenas de ácido nucleico complementarias (de polaridad + o –) en partículas virales diferentes. Para estudiar la información contenida, el material genético se extrae con sustancias detergentes o fenólicas. En los últimos años, los estudios de caracterización e identificación del genoma viral se han convertido en herramientas importantes de diagnóstico viral.

			El material genético viral de cadena sencilla adquiere configuraciones secundarias o terciarias debido a la posibilidad de producir puentes de hidrógeno entre las bases púricas y pirimídicas (C-G y A-T o A-U). El apareamiento de estas bases lleva a la formación de seudonudos (pseudoknot) o estructuras en pinza de cabello (hairpin) o estructuras más complejas tridimensionales que constituyen las regiones de unión al ribosoma (sigla en inglés IRES por Internal Ribosomal Entry Site) o cumplen interacciones moleculares importantes durante la replicación viral.

			El genoma viral establece interacciones con proteínas virales en su extremidad 5’, las proteínas han sido denominadas VPg (por la sigla en inglés de Viral Protein genome linked). Otras modificaciones incluyen los cambios que se presentan en el ARNm celular, como son la adición de un nucleótido metilado en la extremidad 5’ o la poliadenilación en la extremidad 3’. Los genomas virales en algunos casos incluyen regiones repetitivas que cumplen múltiples funciones durante el proceso de replicación viral, como son: regiones promotoras, regiones potenciadoras (enhancer) o sitios de origen de replicación.



			Proteínas 



			Los virus tienen al menos una sola especie de proteína que se repite en copias múltiples en la estructura del virión. A medida que aumenta el tamaño del genoma viral se aumenta el número de proteínas codificadas. Todas las proteínas virales se sintetizan con base en la información genética contenida en el genoma viral. Las proteínas virales son de tipo estructural y no estructural. En términos generales, las proteínas estructurales son incorporadas en las partículas virales y las no estructurales sólo están presentes en la célula infectada y tienen función enzimática. En algunos virus con genoma de tipo ARN (-) se encuentran enzimas haciendo parte del virión; la ARN polimerasa ARN dependiente (RdRp), es una enzima viral que es incorporada en el virión y, por ende, en sentido estricto son proteínas estructurales. Los virus cubiertos que maduran en las diferentes unidades de membrana, adquieren sus lípidos de estas, pero las glicoproteínas superficiales son codificadas por la información genética del virión. Las proteínas virales se sintetizan en los polirribosomas de la célula huésped que se encuentran asociados a unidades de membrana del retículo endoplásmico rugoso (RER) o a los ribosomas libres en el citosol. Las proteínas neosintetizadas presentan en su extremo amino terminal una secuencia de aminoácidos que se denomina el péptido señal (SP). El péptido señal permite la ubicación de la proteína sintetizada en los diferentes organelos celulares, ya que tiene afinidad con una proteína denominada partícula de reconocimiento de la señal (SRP). La SRP, a su vez, se fija en el receptor (SRP receptor) presente en el RER, aunada con el complejo de translocación.

			La secuencia señal, una vez cumplida la función de citolocalización, es escindida por una peptidasa de la señal. Este proceso se esquematiza en la figura 1.7. La peptidasa del péptido señal se encarga de liberar esta pequeña secuencia de aminoácidos (a.a.) que constituye el péptido señal, por un proceso que requiere la presencia de trifosfato de guanosina (GTP).

			Las proteínas virales, en forma similar a las proteínas de las células eucariotas, demandan una estructura tridimensional que les permita ser funcionales. Para adquirir la estructura tridimensional, la proteína sintetizada o en proceso de síntesis, efectúa el plegamiento molecular necesario para adquirir la configuración que le permite llevar a cabo las funciones estructurales o enzimáticas. La estructura final de la proteína estará regida por la secuencia de aminoácidos, así por ejemplo, los residuos de serina y cisteína determinarán la localización de los puentes disulfuro. La proteína en forma cotranslacional se une a la proteína BiP (sigla en inglés de Binding Protein) que previene el plegamiento prematuro de las proteínas. Posteriormente intervienen otras proteínas chaperonas y enzimas presentes en el RER, como la PDI (Protein Disulfide Isomerase) que van confiriendo el grado de plegamiento definitivo a la molécula (figura 1.8).
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			Figura 1.7. Síntesis de proteínas asociadas al retículo endoplásmico rugoso 
SRP: partícula de reconocimiento de la señal. SP: péptido señal. RER: retículo endoplásmico rugoso.
			 1. Reconocimiento del ARNm y del ribosoma. 2. Unión del péptido de reconocimiento de la señal (SRP).
			 3. Unión del complejo de replicación (ARNm, ribosoma, péptido señal) al complejo de translocación.
			 4. Elongación del péptido sintetizado. 5. Plegamiento transmembranal de la región hidrofóbica del péptido. 
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			Figura 1.8. Síntesis de proteínas asociadas al retículo endoplásmico rugoso  
SRP: partícula de reconocimiento de la señal. SP: péptido señal. RER: retículo endoplásmico rugoso.
			 1. Inicio del proceso de síntesis asociado al REG. 2. Escisión del péptido señal. 3. Plegamiento asociado a proteínas chaperonas. 4. Formación de la proteína plegada soluble. 




			Las proteínas virales tienen diferentes funciones:



			
				
						1.

						Reguladora. Modula la actividad biosintética de la célula para beneficio del virión. Estas proteínas son las encargadas del shut-off, es decir, de frenar la síntesis de macromoléculas de la célula huésped, tan pronto se han situado a nivel intracelular. Las proteínas reguladoras se sintetizan en fase muy temprana o temprana del ciclo replicativo viral.

				

				
						2.

						Nucleoproteínas. Algunos virus poseen, en estrecha relación con su genoma, unas proteínas que cumplen una función de empaquetamiento del genoma viral en forma similar a las enzimas celulares (histonas y protaminas). Estas nucleoproteínas también regulan la expresión o la actividad genómica; en algunos casos, forman estructuras similares a la cromatina.

				

				
						3.

						
Estructural. Conforma, en conjunto, las unidades proteicas de la cápside y membrana virales. Estas unidades proteicas idénticas o protómeros van a ser los eslabones más simples del andamiaje que constituye la cápside viral. Estas proteínas se hallan unidas por enlaces químicos entre grupos apropiados en su superficie, lo cual ordena estos elementos y da lugar a la formación de una estructura regular y estable. Esta capacidad permite el ensamblaje de la partícula viral.

					Existen elementos estructurales en las membranas del virión como la proteína hemaglutinante (H), la neuraminidasa (N), la proteína de fusión (F), y la proteína HN con doble función hemaglutinante y de neuraminidasa (presente en el grupo de los myxovirus). En estos mismos agentes, por debajo de la bicapa lipídica, es posible encontrar una capa proteica M (de membrana o matriz) que contribuye a dar estabilidad a los virus cubiertos. Las proteínas de la cápside no sólo tienen un papel estructural, sino que además establecen interacciones con el huésped, bien sea mediante interacción con receptores que permitan el ingreso a la célula huésped o mediante interacción entre el virión y componentes de la célula huésped que asisten el transporte del virión.


				

				
						4.

						
Enzimática o no estructural. Otras proteínas  tienen  una  actividad  enzimática, por ejemplo la neuraminidasa de los myxovirus tiene una función catalítica sobre los radicales de los ácidos siálico o neuramínico (presentes en la superficie de membrana celular) y permite la adhesión de la hemaglutinina a los receptores celulares y la liberación de la célula infectada. Otras proteínas con función enzimática son las proteasas, ARN helicasas, guanil y metil transferasas, nucleasas, transcriptasa inversa e integrasa. Otras funciones de las proteínas no estructurales NSP (por Non Structural Proteins) es servir de factores de transcripción, de cebadores para la replicación viral o interferir con la respuesta inmune del paciente.

					Las proteínas superficiales que realizan la unión viral (VAP: por Viral Attachment Proteins) están formadas por un solo péptido viral que sirve para la unión al receptor celular o por un conjunto de proteínas virales encargadas de esta unión. Las proteínas de unión constituyen el antirreceptor.

					La función final de estas proteínas estructurales es servir de coraza protectora al ácido nucleico viral. Las proteínas se ensamblan en una armazón compleja que da una estructura estable; esto se logra gracias a uniones no covalentes que establecen entre sí. Las proteínas superficiales se encuentran bajo presión evolutiva por parte del sistema inmune; en efecto, sufren cambios y mutaciones que alteran la unión de los anticuerpos neutralizantes.


				

			



			



			Las proteínas virales son modificadas por procesos de maduración cotranslacional y postraducción (glicosilación, adición de ácido siálico, sulfatación, amidación, etc.) que se llevan a cabo en los diferentes ambientes enzimáticos presentes en el sistema de Golgi (figura 1.9).




			Lípidos

			

			Los lípidos se encuentran en la envoltura o membrana viral; como se mencionó previamente los lípidos derivan de las diferentes unidades de membrana de la célula huésped. Algunos agentes (v. gr. Paramyxoviridae) se originan de la membrana celular y otros (v. gr. Herpesviridae) de la membrana nuclear; en un tercer caso, pueden derivar de unidades de membrana intracelulares (v. gr. Coronaviridae). Los lípidos se adquieren durante el proceso de ensamblaje viral, tomando porciones de membrana adyacente al sitio donde se han agrupado proteínas y genomas virales; así mismo, juegan un papel importante en la fusión de la envoltura viral con la membrana celular. Según estudios experimentales, este proceso de fusión necesita grandes cantidades de energía.
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			Figura 1.9. Procesos de maduración co y postraduccional de las proteínas 
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			Figura 1.10. Composición lipídica de las unidades de membrana celular 
Nótese la diferencia de composición química entre la monocapa interna y externa. 



			La hojilla externa de la membrana (la que mira al medio extracelular) difiere en los porcentajes de composición de lípidos de la hojilla interna. Los lípidos de la hojilla externa comprenden la esfingomielina, fosfatidilcolina y glicolípidos; la hojilla interna posee, a su vez, fosfatidilinositol, fosfatidilserina y fosfatidiletalonamina. A ambos lados se encuentra colesterol (figura 1.10). La membrana viral es una bicapa de lípidos, fosfolípidos y proteínas, y se considera que posee cierto grado de fluidez. Esta fluidez está determinada por la relación entre los contenidos de colesterol y fosfolípidos; la relación entre la concentración de lecitina y esfingomielina; la relación entre lípidos y proteínas; y por el grado de insaturación y la longitud de las cadenas aisladas de los fosfolípidos.

			Se ha observado que los virus tienen una fluidez menor a la de las células en las cuales crecen; este es uno de los factores para explicar el gran consumo de energía que demanda el proceso de fusión de membranas. La fluidez de las membranas virales explica el pleomorfismo que se encuentra en estos agentes infecciosos; pleomorfismo dado, también, en la mayoría de agentes virales por una ausencia de conexiones entre las proteínas de membrana y los elementos más internos. Los lípidos juegan también un papel en el anclaje de proteínas en la membrana viral. Las proteínas de la hojilla externa anclan proteínas mediante radicales de tipo glicosil-fosfatidilinositol y las proteínas que se encuentran en la hojilla interna de la membrana, anclan proteínas con radicales de tipo ácido miristílico (miristoil) de 14 residuos carbonados y farnesil de 15 residuos carbonados.

			Las proteínas de matriz de los virus cubiertos tienen diferentes tipos de anclaje a la membrana. En las figuras 1.11 y 1.12 se observa cómo se anclan estas proteínas y sus diversos arreglos en la membrana.



			Carbohidratos



			Los carbohidratos son compuestos que hacen parte de la estructura viral y se asocian a los lípidos en forma de glicolípidos o a las proteínas en forma de glicoproteínas. Estos carbohidratos se adicionan en el retículo endoplásmico granuloso o en el aparato de Golgi por un proceso de translocación translacional, en el cual se adicionan los residuos de oligosacáridos a los residuos de aminoácidos (Asn-X-Ser/Thr) (figura 1.11). En el aparato de Golgi finaliza el proceso de empaquetamiento, adicionándose otros residuos de carbohidratos como son la galactosa, la fucosa, la N acetil glucosamina y el ácido neuramínico. En algunas partículas virales, el carbohidrato puede jugar un papel enmascarador de los epítopes antigénicos, como ocurre en la hemaglutinina de los virus influenza.




			Propiedades fisicoquímicas 

			

			Indudablemente el tipo de estructura viral se correlaciona fuertemente con las características fisicoquímicas. El grado de resistencia o susceptibilidad estará en íntima relación, tanto con la estabilidad o labilidad de los elementos constitutivos del virión, como con la interacción de los diferentes elementos por medio de los enlaces o uniones fisicoquímicos. De esta manera, si una partícula viral posee una envoltura lipídica, es sensible a los disolventes orgánicos como el formol o el éter. Dado que las proteínas son elementos fundamentales para la estructura viral, una partícula infecciosa puede inactivarse sometiéndola a altas temperaturas, las cuales, en tiempos variables (dependiendo del virión), pueden desnaturalizar las proteínas y de esta manera destruir la estructura necesaria para que la partícula viral pueda entrar en la célula y producir un ciclo replicativo. La labilidad o estabilidad viral hay que tenerla en cuenta desde el punto de vista práctico para cuando se trate de descontaminar un área, un equipo o instrumental o cuando se necesite purificar partículas virales o enviar especímenes para estudio al laboratorio.

			Entre los medios utilizados para purificar partículas virales, se enumeran los siguientes:
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			Figura 1.11. Sistemas de anclaje de las proteínas a las membranas 
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			Figura 1.12. Tipos de proteínas de membranas y localización extracelular (1), intracelular (2) o transmembranal (3) 
 





			
				
						1.

						Liberación de partículas virales del interior de las células infectadas, para lo cual se emplean entre otros medios el ultrasonido, la homogenización y el uso de métodos de congelación y descongelación. 

				

				
						2.

						Utilización de agentes químicos que protejan las partículas virales de la desnaturalización proteica, para lo cual se precipitan con sulfato de amonio o alcohol, se adsorben a la superficie de Dietil Amino Etil Cefarosa (DEAE), celulosa, Sephadex® o glóbulos rojos, así como a las columnas de intercambio iónico. 

				

				
						3.

						Los medios físicos de purificación comprenden la centrifugación en gradientes de sacarosa, glicerol o cloruro de cesio. 

				

				
						4.

						Otros métodos de concentración son la ultra centrifugación, la pervaporación y la diálisis. 

				

			





			Tamaño de las partículas virales 

			



			Las unidades con las que se miden los virus son los nanómetros, siendo 1 nanómetro (nm) igual a 10-9  metros. Las partículas virales son los agentes infecciosos más pequeños que existen en la naturaleza. Su tamaño es variable y pueden medir desde 20 nm de diámetro a 400-800 nm en caso de virus grandes como los mimivirus. Una suspensión concentrada de virus puede contener 1012 virones por mililitro, una célula infectada puede albergar 105 viriones y un paciente con infección crónica por el VIH produce cerca de 1011 viriones por día.




			Taxonomía de las partículas virales 

			



			Existen muchos criterios para agrupar las partículas virales. Unos dependen de los sistemas u órganos que infectan; así los agentes virales pueden agruparse en virus entéricos, virus respiratorios, virus que producen enfermedad exantemática o virus que comprometen el sistema nervioso central. Este parámetro de clasificación no es apropiado del todo, por cuanto un mismo órgano blanco o tejido puede ser afectado por una gran cantidad de agentes virales pertenecientes a un amplio número de familias virales con características morfológicas y físico químicas diversas.

			Para realizar la taxonomía de las partículas virales se deben tener en cuenta las propiedades del virión, las propiedades antigénicas y las propiedades biológicas (figura 1.11). Otro parámetro para tener en cuenta es el tipo de huésped que afectan: vertebrado, invertebrado, vegetal. Si se considera la forma de transmisión surgen grupos como los arbovirus que demandan de un vector (artrópodos) u otro tipo de insectos (figura 1.13).

			

			Tabla 1.1. Medios físicos de inactivación viral

			
				
						
						Inactivación viral

					
						
						Medios físicos

					
						
						Calor, congelación-descongelación. Medios iónicos, ácidos o alcalinos. Radiaciones X, gama o ultravioleta.

					
				

				
						
						Medios químicos

					
						
						Solventes lipídicos: éter, formol, cloroformo.

						Antisépticos: hipoclorito de sodio.

					
				

			

			 



			La taxonomía de los agentes infecciosos virales ha avanzado mucho en los últimos años; en términos generales, se dividen en dos grandes grupos de agentes con respecto al tipo de genoma que posean: los virus ADN y los virus ARN.

			Otras características estructurales o funcionales facilitan determinar la clase, la familia, el orden, el género, la especie y los serotipos de un determinado grupo de agentes infecciosos.

			Los nombres de algunas familias virales guardan una etimología que corresponde a rasgos distintivos que fueron determinados en las primeras etapas de la investigación viral, relacionadas especialmente con características morfológicas o de la entidad que los agentes producían.

			La taxonomía viral se define como el arreglo de los diferentes virus en grupos relacionados, la identificación del grado de extensión de esta homología y la determinación del nombre de estos grupos. A continuación se examinarán por separado cada uno de estos elementos.



			
			Propiedades del virión 

			



			
				
						1.

						Morfología 

				

			


			
				
						

						-

						Tamaño de la partícula viral. 

				

				
						

						-

						Forma de la partícula viral. 

				

				
						

						-

						Presencia o ausencia de peplómeros. 

				

				
						

						-

						Presencia o ausencia de envoltura. 

				

				
						

						-

						Simetría de la cápside y estructura. 

				

			


			


			
				
						2.

						Propiedades físicas y fisicoquímicas 

				

			


			
				
						

						-

						Coeficiente de sedimentación. 

				

				
						

						-

						Masa molecular del virión. 

				

				
						

						-

						Densidad de flotación en cloruro de cesio (ClCs) o sacarosa. 

				

				
						

						-

						Estabilidad (pH, solventes, detergentes, irradiación, fuerzas iónicas). 

				

			


			


			
				
						3.

						Genoma 

				

			


			
				
						

						-

						Tipo de ácido nucleico (ADN, ARN). 

				

				
						

						-

						Tamaño del genoma (en kilo bases [kb] o kilo pares de bases [kpb]). 

				

				
						

						-

						Estructura: linear o circular, cadena única, doble cadena, segmentado, circular. 

				

				
						

						-

						Sentido del genoma (+) o (–). 

				

				
						

						-

						Número y tamaño de los segmentos genómicos. 

				

				
						

						-

						Secuencia de los nucleótidos. 

				

				
						

						-

						Presencia de secuencias repetitivas. 

				

				
						

						-

						Presencia de formas isoméricas. 

				

				
						

						-

						Relación de contenido de citosina + guanina del genoma.

				

				
						

						-

						Presencia o ausencia en 5’ de un cap terminal. 

				

				
						

						-

						Presencia en 5’ de una proteína unida en forma covalente. 

				

				
						

						-

						Presencia o ausencia en 3’ de un residuo de poliadenina. 

				

			


			


			
				
						4.

						Proteínas 

				

			


			
				
						

						-

						Número, peso, estructura y función. 

				

				
						

						-

						Tipo  de  proteínas  constituyentes estructural y no estructural). 

				

				
						

						-

						Detalles de funciones específicas (transcriptasa inversa, proteasa, transcriptasa, hemaglutinina, neuraminidasa, fusión). 

				

				
						

						-

						Secuencia total o parcial de aminoácidos. 

				

				
						

						-

						Tipo de modificaciones químicas postrasduccionales de las proteínas virales (glicosilación, miristilación, fosforilación). 

				

				
						

						-

						Mapeo de epítopes. 

				

			


			


			
				
						5.

						Lípidos 

				

			


			
				
						

						-

						Contenido y carácter. 

				

			


			


			
				
						6.

						Carbohidratos 

				

			


			
				
						

						-

						Contenido y carácter. 

				

			


			


			
				
						7.

						Organización del genoma y replicación 

				

			


			
				
						

						-

						Organización del genoma. 

				

				
						

						-

						Estrategia de replicación. 

				

				
						

						-

						Número y posición de los ORF. 

				

				
						

						-

						Características de transcripción y translación. 

				

				
						

						-

						Sitio de acumulación de proteínas virales. 

				

				
						

						-

						Sitio de ensamblaje. 

				

				
						

						-

						Sitio y naturaleza de maduración y liberación. 

				

			


			


			
				
						8.

						Propiedades antigénicas 

				

			


			
				
						

						-

						Relaciones serológicas con otros agentes infecciosos. 

				

			


			


			
				
						9.

						Propiedades biológicas del agente infeccioso 

				

			


			
				
						

						-

						Rango de huéspedes naturales. 

				

				
						

						-

						Modo de transmisión en la naturaleza. Relación de vectores. 

				

				
						

						-

						Distribución geográfica. 

				

				
						

						-

						Patogenicidad: tropismo tisular, patología e histopatología, asociación con enfermedad. 

				

				
						

						-

						Tropismo tisular, patología, histopatología. 

				

			




				
			1. Niveles jerárquicos mayores 

			

			Los consensos de taxonomía viral sólo han establecido la presencia de seis órdenes: Mononegavirlaes, Nidovirales, Caudovirales, Herpesvirales, Picornavirales y Tomovirales. El de los Mononegavirales con las familias Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, Filoviridae y Bornaviridae; el de los Nidovirales con las familias Coronaviridae y Arteriviridae y el de los Caudovirales (bacteriófagos con cola).

			A partir de 1973 se creó el Comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV) que se reúne cada cuatro años y dicta las normas para la clasificación de las partículas virales. Los cuatro grupos taxonómicos reconocidos por el ICTV son especie, género, familia y orden.

			Existe un sistema universal que relaciona las características virales con los grupos nominales, el cual determina niveles jerárquicos mayores y menores, así:




			  

			
				
						
						Nivel jerárquico

					
						
						Sufijo

					
				

				
						
						Orden

					
						
						Virales

					
				

				
						
						Familia

					
						
						Viridae

					
				

				
						
						Subfamilia

					
						
						Virinae

					
				

				
						
						Género

					
						
						Virus

					
				

				
						
						Especie

					
						
						Virus
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			Figura 1.13. Taxonomía de las partículas virales 
 





			2. Niveles jerárquicos menores
(no aceptados por el ICTV)



			
				
						-

						Subespecie. Clase filogenética la cual tiene un nicho particular. 

				

				
						-

						Cepa. Virus que ha sido caracterizado desde el punto de vista genético y de características patogénicas. 

				

				
						-

						Variante. Un virus cuyo fenotipo difiere de la cepa original, pero que su estructura genética no es conocida. 

				

			


			




			Los principios generales de la taxonomía son:



			
				
						1.

						Estabilidad. Los nombres y las relaciones aceptadas deben permanecer, una vez establecidas, por un largo periodo de tiempo. Esto facilita consultar la bibliografía antigua. 

				

				
						2.

						Utilidad. El esquema taxonómico debe ser útil para la comunidad virológica mundial. 

				

				
						3.

						Aceptabilidad.  El  esquema  propuesto (nombres y relaciones) debe ser aceptado por la comunidad científica. 

				

				
						4.

						Flexibilidad. La taxonomía es susceptible de ser cambiada a la luz de nuevos descubrimientos. 

				

			


			




			Según el VII reporte de clasificación y nomenclatura de 2011, hay clasificadas seis órdenes (Caudovirales (tres familias), Herpesvirales (tres familias), Mononegavirales (cuatro familias), Nidovirales (tres familias), Picornavirales (cinco familias), y Timovirales (tres familias), 94 familias virales (65 no asignadas a un Orden), 22 subfamilias, 395 géneros, 2.475 especies y más de 5.450 virus miembros. En el texto solo se hará referencia a virus de interés médico. A pesar de los esfuerzos por clasificar los virus, se puede comprobar que aún existen cientos de ellos no clasificados. La figura 1.13 esquematiza las estructuras virales de familias virales de interés médico.


			






			Lecturas sugeridas 

			





			Revisiones 


			



			Agbandje-McKenna, M., McKenna, R., (2010). Structural Virology. Cambridge UK: RSC Publishing.

			Baker, T. S., Olson N. H., Fuller, S. D., 1999. Adding the third dimension to virus life cycles: three dimensional reconstruction of icosahedral virus from cryoelectron micrographs. En Microbiol Mol Biol Rev. dec; 63(4): pp. 862-922.

			Cantele, F., Lanzavecchia, S., Bellon, P. L., 2003. The variance of icosahedral virus models is a key indicator in the structure determination: a model-free reconstruction of viruses, suitable for refractory particles. En J Struct Biol. 141 jan (1): pp. 84-92.

			Mateu, M. G., 2013. Structure and physics of viruses. Springer. London. Rossman, M. G, Rao, V. B., 2012. Viral molecular machines. Springer. London.

			Wien, M. W., 1998. La cristallographie et l’étude du poliovirus. En Virology Journal. 2 sep-oct (5): pp. 369-376.





			Capítulos de texto y otros artículos de interés


			




			Carter, J. Saunders, V., 2007. Virology: Principles and Applications. West Sussex. England. John Wiley and Sons.

			Condit, R. C., 2013. Principles of Virology. En: Knipe, D. M, Howley, PM Eds. 13 Virology. 6a Edición. Volumen 1. New York.

			EE.UU. Wolters-Kluver, Lippincott-Williams & Wilkins Publishers. pp. 21-51. Fleury, H. J. A., 2009. Virologie humaine. 5a Edición. París. Francia. Elsevier-Masson.

			Flint, S. J., Enquist, L.W., Krug, R.M., Racaniello, V.R., Skalka, A.M., (2009). Principles of Virology: molecular biology, pathogenesis and control. 3a Edición. Volumen I. Washington D.C. EE.UU. ASM Press. pp. 82-126.

			Harrison, S. C., 2013. Principles of virus structure. En: Knipe, D.M, Howley, P.M. Fields Virology. 6a Edición. Volumen I.

			New York. EE.UU. Wolters-Kluver, Lippincott-Williams and Wilkins Publishers. pp. 52-86.

			Hyrc, C. F, Chen, D. H., Chiu, W., 2011. Near-atomic resolution cryo-EM for molecular virology. En Current Opinion in Virology. 1 aug (2): pp. 110-117.

			Holmes, E. C., (2011). What does virus evolution tell us about virus origins? En Virology Journal. 85 oct (11): pp. 5447-5451.

			Kuznetsov, Y. G, McPherson, A., (2011). Atomic force microscopy in imaging of viruses and virus-infected cells. Microbiol Mol Biol Rev. jun; 75(2): pp. 268-285.

			Li X, Krishnan, L., Cherepanov, P., Engelman, A., (2011). Structural biology of retroviral DNA integration. Virology Journal. mar; 411(2): pp. 194-205.

			Norkin, L., (2009). Virology: Molecular Biology and pathogenesis. ASM press. EE.UU.

			Peigue-Lafeuille, H., Nicolas, J. C,, Huraux J. M., (2003). Virologie Médicale. París. Francia. Estem Publishers.

			Shors, T., (2011). Understanding Virus. (2a Ed.) Boston. EE.UU. Jones and Bartlett Publisher.


			





			Sitios web de interés:


			






			
				
						
						Taxonomía viral 

					
						
						www.ictvonline.org 

						 http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?version=2009 

					
				

				
						
						Estructura viral 

					
						
						www.expasy.org/viralzone 

						 www.virology.net 

						 http://viperdb.scripps.edu/ 

						http://virology.wisc.edu/virusworld/viruslist.php 

						 http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?version=2009&bhcp=1 

					
				

				
						
						Videos 

					
						
						http://www.youtube.com/user/virusworldjys 

					
				

				
						
						Programas 

					
						
						http://www.twiv.tv 

					
				

			



			








			Anexo 1.1. Clasificación de las partículas virales


			


			
				
						Familia viral

						Diámetro del virión nm

						Tipo de genoma

						Tamaño del genoma kb

						Simetría de la cápside

						Géneros de importancia*

				

				
						Virus ADN 

						
						
						
						
						
				

				
						Adenoviridae

						90

						dcADN

						35-36

						Icosaédrica

						Mastadenovirus

				

				
						Hepadnaviridae

						42

						dciADN

						3,2

						Icosaédrica

						Orthohepadnavirus

				
	
				
						Herpesviridae

						150-200

						dcADN

						120-240

						Icosaédrica

						Simplexvirus,
Varicellovirus
Citomegalovirus Lympho-
crytovirus

				
	
				
						Papillomaviridae

						52-55

						dcADN

						8

						Icosaédrica

						Alphapapillomavirus

				
	
				
						Parvoviridae

						18-26

						csADN

						4-6

						Icosaédrica

						Erythrovirus

				
	
				
						Polyomaviridae

						45

						dcADN

						5

						Icosaédrica

						Polyomavirus

				
	
				
						Poxviridae

						Largo 220-450
Ancho 140-260

						dcADN

						 

						Compleja

						Orthopoxvirus

				
	
				
						Virus ARN

						 
						 
						 
						 
						 
				
	
				
						Arenaviridae**

						60-300

						csARN (-)

						7,5 y 3,5

						Helicoidal

						Arenavirus

				
	
				
						Astroviridae

						35

						csARN (+)

						6,8-7

						Icosaédrica

						Mamastrovirus

				
	
				
						Bunyaviridae

						80-120

						ARN
segmentado

						L 6,8 a 12
M 3,2 a 4,9
S 1 a 3

						3 estructuras de
ribonucleoproteína

						Hantavirus
Phlebovirus

				
	
				
						Caliciviridae

						27-40

						csARN (+)

						7,3-8,3

						Icosaédrica

						Norovirus
Sapovirus

				
	
				
						Coronaviridae

						120

						csARN (+)

						27-32

						Helicoidal

						Alphacoronavirus

				
	
				
						Filoviridae

						790

						csARN (-)

						18-19

						Helicoidal

						Ebolavirus
Marburgvirus

				
	
				
						Flaviviridae

						50

						csARN (+)

						9,7-12

						Icosaédrica

						Flavivirus
Hepacivirus

				
	
				
						Orthomyxoviridae**

						80-120

						csARN (-)

						13,5

						Helicoidal

						Influenzavirus A
Influenzavirus B
Influenzavirus C

				
	
				
						Paramyxoviridae

						150

						csARN (-)

						15

						Helicoidal

						Metapneumovirus
Morbillivirus
Pneumovirus
Respirovirus
Rubulavirus

				
	
				
						Picornaviridae

						30

						csARN (+)

						7,3

						Icosaédrica

						Cardiovirus
Enterovirus
Hepatovirus
Parecovirus

				
	
				
						Reoviridae**

						80

						dcARN

						18,550

						Icosaédrica

						Rotavirus

				
	
				
						Retroviridae

						 

						csARN (+)

						7-11

						Icosaédrica

						Deltaretrovirus
Lentivirus

				
	
				
						Rhabdoviridae

						Largo 180
Ancho 75

						csARN (-)

						11-15

						Helicoidal

						Lyssavirus

				
	
				
						Togaviridae

						65-70

						csARN (+)

						9,7-11,8

						Icosaédrica

						Alphavirus
Rubivirus

				

			





			*Importancia médica. **Genoma segmentado. cs: cadena sencilla. dc: doble cadena. dci: doble cadena incompleta. ARN: ácido ribonucleico. ADN: ácido desoxirribonucleico. (-): sentido negativo. (+): sentido positivo.


			







			Anexo 1.2. Taxonomía viral

			





			
				
						Genoma

						Familia
/Subfamilia viral

						Género

						Virus tipo en humanos

				

				
						
						ADN

						






















						ARN

					
						
						Adenoviridae

					
						
						Mastadenoviridae

					
						
						Adenovirus humano A-F

					
				

				
						
						Hepadnaviridae

					
						
						Orthohepadnavirus

					
						
						Virus de la hepatitis B

					
				

				
						
						Herpesviridae

						Alphaherpesvirinae Betaherpesvirinae Gammaherpesvirinae

					
						
						Simplexvirus Varicellovirus Cytomegalovirus Roseolovirus Lymphocryptovirus

					
						
						Virus herpes simple 1 y 2 (HSV-1, HSV-2)

						Virus herpes humano 3 o virus de la varicela y zoster (VZV) Virus herpes humano 5 o citomegalovirus humano (HCMV) Virus herpes humano 6 (HHV-6)

						Virus herpes humano 4 (HHV-4 o EBV)

					
				

				
						
						Papillomaviridae

					
						
						Alphapapillomavirus

						Betapapillomavirus

						Gammapapillomavirus

						Mupapillomavirus

						Nupapillomavirus

					
						
						Virus del papiloma humano (HPV-32, HPV-6, HPV-7, HPV-10, HPV-16, HPV-18, HPV-26, HPV-32, HPV-61, HPV-71)

						Virus del papiloma humano (HPV-5, HPV9, HPV 49)

						Virus del papiloma humano (HPV-4, HPV-48, HPV-50, HPV-60, HPV-88) Virus del papiloma humano (HPV-1)

						Virus del papiloma humano (HPV-41)

					
				

				
						
						Parvoviridae

						Parvovirinae

					
						
						Erythrovirus

					
						
						Parvovirus humano B19 (HPaV-B19)

					
				

				
						
						Polyomaviridae

					
						
						Polyomavirus

					
						
						SV-40, BK, JC

					
				

				
						
						Poxviridae

						Chordopoxvirinae

					
						
						Orthopoxvirus

						Molluscipoxvirus

					
						
						Virus de la viruela (VARV), cowpoxvirus (CPXV), Monkeypoxvirus (MPXV) Virus del molusco contagioso (MOCV)

					
				

				
						
						Arenaviridae

					
						
						Arenavirus

					
						
						Virus Lassa (LASV), Virus Tacaribe (TCRV), Virus Pichinde (PICV), Virus Junín, Virus

						Machupo

					
				

				
						
						Astroviridae

					
						
						Mamastrovirus

					
						
						Astrovirus humano (HAstV)

					
				

				
						
						Bunyaviridae

					
						
						Hantavirus

					
						
						Virus Hantaan (HTNV), Virus Puumala (PUUV), Virus Sin nombre (SNV)

					
				

				
						
						Caliciviridae

					
						
						Norovirus

						Sapovirus

					
						
						Virus Norwalk (NV) Virus Sapporo (SV)

					
				

				
						
						Coronaviridae

						Coronavirinae

					
						
						Alphacoronavirus

						Betacoronavirus

					
						
						Coronavirus humano 229E (HCoV-229E) Coronavirus humano NL63 (HCoVNL63) Coronavirus humano OC43 (HCoVOC43) Coronavirus humano HKU1 (HCoVHKU1) Coronavirus humano SARS (SARSCoV) Coronavirus humano MERS (MERSCoV)

					
				

				
						
						Filoviridae

					
						
						Marburgvirus

						Ebolavirus

					
						
						Virus Marburg-Lago Victoria (MARV)

						Virus Ébola Zaire (ZEBOG), Virus Ébola Sudán (SEBOV), Virus Ébola Reston (REBOV)

					
				

				
						
						Flaviviridae

					
						
						Flavivirus

						Hepacivirus

					
						
						Virus dengue 1-4 (DV 1-4), virus de la fiebre amarilla (YFV), virus del Nilo Occidental

						(WNV), virus zika (ZIKV) Virus de la hepatitis C (HCV).

					
				

				
						
						Hepeviridae

					
						
						Hepevirus

					
						
						Virus de la hepatitis E (HEV)

					
				

				
						
						Orthomyxoviridae

					
						
						Virus influenza A Virus influenza B Virus influenza C

					
						
						FLUAV (H1N1, H5N1) FLUBV

						FLUCV

					
				

				
						
						Paramyxoviridae

						Paramyxovirinae

						


						Pneumovirinae

					
						
						Rubulavirus Henipavirus Morbillivirus Pneumovirus Metapneumovirus

					
						
						Virus de la parotiditis humana (MuV) Virus Hendra (HeV)

						Virus del sarampión (MeV)

						Virus respiratorio sincicial (RSV) Metapneumovirus humano (HMPV)

					
				

				
						
						ARN

					
						
						Picornaviridae

					
						
						Cardiovirus
							
Cosavirus
							
Enterovirus


						


						Parechovirus

						Hepatovirus

					
						
						Virus de la encefalomiocarditis (EMCV) Cosavirus humano A (HCoSV-A)

						Virus Polio 1, 2 y 3 (PV1-3), Cosxakievirus (CV), Rhinovirus humano A, enterovirus 70 (EV-70) Parechovirus humano 1-3 (HPeV1-3)

						Virus de la hepatitis A (HAV)

					
				

				
						
						Reoviridae

						Sedoreovirinae

					
						
						Rotavirus

					
						
						Rotavirus A-G. (RV)

					
				

				
						
						Retroviridae

					
						
						Deltaretrovirus

						Lentivirus

					
						
						Virus linfotrópicos humanos HTLV-1, HTLV-2, HTLV-3

						Virus de inmunodeficiencia humana VIH-1, VIH-2*

					
				

				
						
						Rhabdoviridae

					
						
						Lyssavirus

					
						
						Virus de la rabia (RABV)

					
				

				
						
						Togaviridae

					
						
						Alphavirus

						

						Rubivirus

					
						
						Virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV), virus chikungunya (CHIKV)
Virus de la rubéola (RUBV)

					
				

			


			*El virus de la inmunodeficiencia humana es conocido más universalmente bajo sus siglas en inglés HIV-1 y HIV-2.
Nota: la clasificación comprende cuatro órdenes de importancia médica: Herpesvirales, Nidovirales, Picornavirales y Mononegavirales no presentes en esta tabla.

			


		

	
		



			Capítulo 2

			

			Replicación viral 

			



			Clasificación de las partículas virales según tipo de genoma 

			




			A partir del desarrollo de la biología molecular, se ha prestado mucha atención al genoma de las partículas virales y a las interacciones que tienen los miembros de una misma familia viral con la célula huésped. La cinética de replicación viral varía dependiendo del tipo de genoma que posea el virión, lo cual permite inferir los mecanismos de interacción virus/célula de un virus desconocido a partir de hallazgos presentes en virus con características genéticas similares. En la tabla 2.1 se observan las diferentes familias virales con el correspondiente tipo de material genético.

			La característica primordial de los virus es comportarse como parásitos intracelulares obligados. El material genético viral debe ingresar a la célula hospedera para que tenga lugar el conjunto de eventos necesarios para generar nuevas partículas virales, estos sucesos se denominan ciclo de replicación viral. Por convención, se designan cadenas genómicas de sentido positivo (+) aquellas moléculas de ARN o ADN que corresponden en secuencia al ARN mensajero, también nombradas cadenas con sentido.

			La producción de partículas virales requiere que la célula sintetice ARN mensajero (ARNm) con base en la información contenida en el genoma viral. El ARN de tipo mensajero utiliza la maquinaria biosintética celular para la síntesis de proteínas virales. La célula eucariota sólo posee a nivel nuclear las enzimas necesarias para producir ARN mensajero, a partir del ADN de doble cadena. Por esta razón, en caso de que el virus posea un genoma diferente al ADN de doble cadena, debe aportar a la célula las enzimas necesarias para la replicación genómica y para la síntesis de ARNm.

			
			



			Tabla 2.1. Familias virales según tipo de genoma presente 

			
				
						
						Tipo de genoma

					
						
						Virus

					
						
						Virus tipo

					
				

				
						
						ADN de doble cadena incompleta

					
						
						Hepadnaviridae

					
						
						Virus de la hepatitis B

					
				

				
						
						ADN de cadena sencilla

					
						
						Parvoviridae

					
						
						Parvovirus B19

					
				

				
						
						ADN de doble cadena

					
						
						Poxviridae
Herpesviridae Adenoviridae
Papovaviridae

					
						
						Viruela, virus del molusco contagioso

						HSV-1 y 2, EBV, CMV

						Adenovirus respiratorios y entéricos

						Virus del papiloma humano

					
				

				
						
						ARN de sentido positivo

					
						
						Caliciviridae
Picornaviridae
Togaviridae
Flaviviridae

Coronaviridae

					
						
						Norovirus, sapovirus

						Polio, HAV

						Rubéola

						Virus dengue, virus de la fiebre amarilla, virus del Nilo Occidental   virus de la hepatitis C.

						Coronavirus respiratorios.

					
				

				
						
						ARN de sentido negativo

					
						
						Paramyxoviridae
Orthomyxoviridae
Bunyaviridae
Rhabdoviridae
Filoviridae
Arenaviridae

					
						
						Parainfluenza, RSV

						Virus influenza A, B y C

						Hantavirus

						Rabia

						Ébola, Marburg.

						Junín, Machupo

					
				

				
						
						ARN de doble cadena

					
						
						Reoviridae

					
						
						Rotavirus

					
				

			

			 




			Las proteínas que se sintetizan en el aparato de Golgi son modificadas mediante procesos de maduración postranslacional, estos cambios requieren del sistema enzimático presente en los diferentes componentes del aparato de Golgi (cis, medium y trans Golgi) para garantizar el adecuado plegamiento molecular; permite los clivajes proteolíticos y da lugar en la fase final a la proteína madura funcional que poseerá las funciones de proteína estructural o no estructural (figura 2.1). Las glicoproteínas virales necesitan del sistema de transporte por medio de microvesículas para garantizar su localización en la membrana celular; mientras que otras proteínas que constituyen las cápsides virales realizan su proceso de síntesis y transporte en el sistema de citosol y dirigidos sólo por el esqueleto celular.

			Las familias virales se organizan de acuerdo con la composición genómica en siete grupos arbitrarios que se conocen como la Clasificación de Baltimore (figura 2.2):



			
				
						•

						Grupo I. Virus con genoma de tipo ADN de doble cadena (Adenoviridae, Herpesviridae, Papovaviridae, Poxviridae). De estas, las familias Adenoviridae y Herpesviridae se replican en el núcleo celular. La familia Poxviridae se replica en el citoplasma y posee sus propias enzimas (ADN polimerasas) para la replicación genómica.

				

				
						•

						Grupo II. Virus con genoma de tipo ADN de cadena única (Parvoviridae). La replicación de esta familia viral se efectúa en el núcleo. Se sintetiza la cadena (–) de ADN que a su vez sirve de molde para las síntesis de cadenas de ARNm y de genomas virales.

				

				
						•

						Grupo  III.  Virus  con  genoma  de  tipo ARN de doble cadena (Reoviridae). El genoma de los miembros de esta familia viral es segmentado. Cada segmento se transcribe en forma independiente para producir ARNm monocistrónico, es decir, capaz de sintetizar una sola proteína.
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			Figura 2.1. Transporte de proteínas entre los distintos compartimentos celulares y en el citosol 
Las flechas indican los direccionamientos que tienen los ligandos o las proteínas sintetizados en las células. 
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			Figura 2.2. Diferentes vías de producción de ARNm en los diferentes tipos virales 
ADN: ácido desoxirribonucleico. ARN: ácido ribonucleico. RT: transcriptasa inversa. ADNpol: ADN polimerasa. csRdRpol: ARN polimerasa dependiente de ARN de cadena sencilla. dcRdRpol: ARN polimerasa dependiente de ARN de cadena doble. 

			




			
				
						•

						Grupo IV. Virus con genoma de tipo ARN de cadena sencilla y sentido positivo (+) (Astroviridae, Caliciviridae, Coronaviridae, Flaviviridae, Picornaviridae, Togaviridae). En el caso de la familia Picornaviridae el ARN es policistrónico, es decir, codifica para varias proteínas. La traslación resulta en la síntesis de una poliproteína que luego es escindida en forma autocatalítica para formar las proteínas estructurales y no estructurales. La transcripción de los virus de la familia Togaviridae es mucho más compleja y requiere dos o más rondas de traslación.

				

				
						•

						Grupo V. Virus con genoma de tipo ARN de cadena sencilla y sentido negativo (–) (Arenaviridae, Bunyaviridae, Filoviridae, Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, Rhabdoviridae). Estos virus requieren de una ARN polimerasa ARN dependiente. En caso de la familia Orthomyxoviridae se producen ARNm monocistrónicos que sirven de molde para la síntesis genómica. En los virus de cadena única se producen también ARN monocistrónicos.

				

				
						•

						Grupo  VI.  Virus  con  genoma  de  tipo ARN de doble cadena, sentido (+) y ADN intermediario en su ciclo (Retroviridae). Son los únicos virus diploides en los que el ARN no codifica, sino que sirve de molde para la transcripción inversa.

				

				
						•

						Grupo  VII.  Virus  con  genoma  de  tipo ADN con ARN intermediario (Hepadnaviridae). Como los retrovirus, también hacen retrotranscripción, pero a diferencia de ellos se lleva a cabo durante el proceso de maduración viral.

				

			

			




			Como se observa en la figura 2.2, todos los virus, cualquiera que sea su genoma, confluyen por diferentes mecanismos de transcripción en la producción intracelular de ARNm para la traducción final a proteínas virales.




			Multiplicación viral 

			


			Para comprender la patogenia de la infección viral es importante conocer cuál es la secuencia de acontecimientos que ocurren en el interior de la célula huésped. Si bien los pasos que se enumeran a continuación no representan un esquema rígido y único en el interior de la célula infectada, sí sirven como organigrama mental para entender cómo funcionan los virus y algunos mecanismos patogénicos.

			El ciclo replicativo en el cual hay producción de progenie viral y liberación de partículas normalmente por lisis de la célula hospedera, se denomina ciclo lítico. La sola destrucción de tejido por la replicación viral es un mecanismo que puede llevar al daño tisular y a la falla orgánica por lesión del tejido noble. En la fase inicial, ocurre lo que se conoce como periodo de eclipse, el cual estaría dado in vitro como el lapso transcurrido entre la desaparición de los viriones en el medio circundante, la denudación, la liberación intracelular del genoma viral, sin aparición de nuevos viriones al interior de la célula. En el ciclo replicativo, también se define lo que se conoce como periodo de latencia, el cual estaría comprendido entre la captación de viriones infectantes hasta la aparición del primer nuevo virión en la célula sin presencia de virus en el medio circundante. Los periodos de eclipse y latencia pueden hacerse iguales en el caso de los virus cubiertos que maduran tomando parte de la membrana celular.

			Los pasos esenciales en la multiplicación viral, son los siguientes:



			
				
						1.

						Aproximación o acercamiento. Para iniciar el proceso infeccioso la partícula debe tener acceso a la superficie de la célula blanco u hospedera. El virión presente en las secreciones o material contaminado debe tener acceso a las células hospederas en los tejidos específicos para iniciar el proceso infeccioso. Aquí son importantes las cargas eléctricas presentes en la superficie del virión y de la célula y la fluidez de las membranas celular y viral. 

				

				
						2.

						
Unión o adsorción. Es el encuentro entre el virión y la célula blanco, que tiene lugar

					debido a elementos complementarios presentes en el virión y la célula hospedera. De un lado, el virus aporta las proteínas de unión (viral attachment units) y por otro lado, las células aportan los receptores de membrana (figura 2.3). Este paso involucra el concepto de afinidad entre virión y célula, lo que explica el porqué los virus pueden ser selectivos de hospedero, órgano o tejido (tropismo) y el porqué hay agentes que causan infecciones localizadas  a  las  mucosas  (p.  ej.,  virus respiratorios o entéricos) o infecciones generalizadas (p. ej., rubéola, sarampión).

					La afinidad viral puede estar dada por pequeñas secuencias de aminoácidos localizadas en un solo péptido, que reconocen un sitio específico en la membrana de la célula permisiva o por zonas antigénicas contiguas pertenecientes a varias proteínas  virales.  Los  diferentes  agentes  virales utilizan diversos receptores presentes en células de distintos linajes (tabla 2.2).
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			Figura 2.3. Receptores de membrana utilizados por algunos agentes virales 
PVR: receptor del virus polio. CAR: receptor de virus Coxsackie-Adenovirus.
LDL: lipoproteína de baja densidad. CD: cluster de diferenciación. 





			Tabla 2.2. Ejemplos de proteínas virales de unión, fusión y receptores celulares. VP: proteína viral, gp: glicoproteína 

			
				
						
						Virus

					
						
						Receptor

					
						
						Antirreceptor

					
						
						Fusión

					
				

				
						
						Polio

					
						
						PVR (CD155)

					
						
						VP1

					
						
						NA

					
				

				
						
						Rhinovirus

					
						
						ICAM

					
						
						VP1+VP3

					
						
						NA

					
				

				
						
						Otros rhinovirus

					
						
						LDL

					
						
						VP1

					
						
						NA

					
				

				
						
						Inmunodeficiencia humana

					
						
						CD4 + CXCR4

					
						
						gp120

					
						
						gp41

					
				

				
						
						Influenza

					
						
						Residuo de ácido siálico en glicoproteínas

					
						
						Hemaglutinina

					
						
						Hemaglutinina

					
				

				
						
						Sarampión

					
						
						CD150

					
						
						Hemaglutinina

					
						
						Proteína de fusión

					
				

			

			 



			
				
						

						
Existe una gran variedad de proteínas receptoras en la membrana celular, entre ellas, las moléculas de la superfamilia de las inmunoglobulinas (CD4, PVR [por polio virus receptor], CAR [por Coxsackievirus, Adenovirus receptor], CD46), integrinas,  proteoglicanos,  ácido  siálico o neuramínico, receptores de lipoproteínas de baja densidad (LDL), etc. Algunos virus requieren más de una proteína para ingresar a la célula hospedera como es el caso del virus de inmunodeficiencia humano (VIH), que utiliza como receptor a la molécula CD4 y como correceptor a moléculas receptoras de quimioquinas (CXCR4).

					La unión al receptor sirve para ligar la partícula viral, mientras que la unión al correceptor es necesaria para desencadenar la endocitosis o penetración viral. La interacción entre el virus y el receptor conlleva a la señalización intracelular, secreción de citoquinas, apoptosis, estímulo de la respuesta inmune o por el contrario inmunosupresión (figura 2.4).

					Diferentes citoquinas estimulan el sistema Janus quinasa (JAK) y la vía del sistema transductor y activador de la transcripción (STAT). El interferón β es un tipo de interferón tipo II que responde bajo la vía del sistema JAK-STAT. Estas vías involucradas funcionan según la lógica en las que la unión de residuos de citosina al receptor JAK fosforila el STAT lo cual lleva a su dimerización y translocación hasta el núcleo y la activación del sistema de transcripción. En la figura 2.4 se muestra la unión del ligando, la dimerización del receptor y la activación del sistema Jak1 y Jak2. La fosforilación del sistema STAT1 produce su dimerización, su translocación al núcleo y la expresión de los genes blancos estimulados. Muchos virus (dengue, respiratorio sincicial, hepatitis C, hepatitis D, papilomavirus, adenovirus, etc.) tienen la información necesaria para modular o inhibir las vías de señalización del sistema interferón del hospedero, estos agentes interfieren con los componentes que participan en la expresión de genes modulados por el interferón (ISRE por interferon-sensitive  response  element),  tales  como  los que codifican para STAT1, STAT2, JAK1 o TYK2. La figura 2.4 también muestra la secuencia de ADN consenso (llamada secuencia GAS).
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			Figura 2.4. Sistema de señalización celular 
Los sistemas de señalización transmiten información desde el exterior de la célula, a través de la membrana, hasta el interior. Las señales producidas ayudan a la activación de promotores celulares que a su vez activan la actividad de trascripción celular que conlleva a cambios funcionales en la célula. 




			
				
						

						Algunos virus tienen un espectro amplio de órganos y tejidos que pueden verse afectados durante el curso de la infección, esto hace que la identificación de receptores para la unión viral sea en extremo complicada. Un modelo de señalización asociada a la unión al receptor lo constituye el sistema de citomegalovirus humano (HCMV). Recientemente se han postulado como receptores y mediadores de señalización del HCMV a las integrinas α2β1, α6β1 y αvβ3. Las integrinas se encuentran actuando en forma sinergística con los sistemas de señalización de los factores de crecimiento epidérmico (EGF), esta proteína está asociada a los sistemas de señalización de la fosfatidil inositol 3 hidroxi quinasa, a la proteína G y a la cascada del sistema MAPK (por mitogen activated protein kinases) que actúa por intermedio de Ras y Raf. Además del estímulo de la vía proinflamatoria, el sistema de señalización del EGF permite desencadenar los procesos de remodelamiento del citoesqueleto de actina, lo que estimula la endocitosis viral.

				

				
						3.

						
Penetración  o  entrada  del  virión.  Las partículas virales tienen como misión básica ingresar el material genético a la célula permisiva con el fin de generar nuevas partículas virales que permitan generar nuevos procesos infecciosos en nuevas células o nuevos hospederos. En los bacteriófagos, la cápside viral permanece en la superficie y sólo penetra el ácido nucleico, mientras que en los virus animales toda la partícula viral o sus componentes internos ingresan al interior de la célula.

					En los organismos complejos, como el humano, los virus pueden penetrar a su hospedero a través de las superficies corporales (piel y membranas mucosas). La piel intacta constituye una barrera protectora para el ingreso de viriones por ser una superficie seca, medianamente ácida y con presencia de bacterias saprofitas. Las superficies mucosas presentan una serie de obstáculos para el ingreso de viriones, a saber:


				

			




			
			



			
					
						

						•

						Las partículas permanecen atrapadas en el contenido de la luz (moco, contenido alimenticio) y no alcanzan la capa epitelial.

				

					
						

						•

						El virión es sometido a un medio hostil (acidez, alcalinidad, presencia de enzimas).

				

					
						

						•

						El epitelio intacto puede constituir una barrera por las uniones intercelulares estrechas entre sus elementos constitutivos.

				

					
						

						•

						Finalmente, los viriones son eliminados por células fagocíticas y anticuerpos que elimina la infectividad.

				

			

			



			
				
						

						Los  virus  animales,  una  vez  superadas las barreras descritas, deben atravesar al menos dos unidades de membrana celular. Esta entrada no es fácil por cuanto las membranas son barreras efectivas para el transporte de proteínas y ácidos nucleicos. Los virus han desarrollado varios mecanismos para ingresar la información genética a las células. Primero, por un mecanismo de englobamiento endocitócico que se conoce como viropexis (figura 2.5) o en el caso de virus cubiertos por un fenómeno de formación de endosomas o por fusión de membranas (figura 2.6). Los endosomas son organelos de membrana que se forman luego que el virión ha realizado una endocitosis mediada por receptores celulares. Se ha propuesto un mecanismo de penetración directa o translocación en caso de virus desnudos. Es importante anotar que el fagosoma resultante puede inhibir la unión de los lisosomas (p. ej., Semliki Forest virus) o permanecer indemne, sin que se vea alterado el genoma viral por las diferentes enzimas presentes en el contenido del lisosoma. Los adenovirus tienen como proteína de unión la porción globular localizada en la fibra receptor la proteína CAR (por Coxsackievirus and Adenovirus Receptor) y como correceptor integrina αvβ3 y αvβ5. La unión ocurre como un evento secuencial en la que la unión con el receptor expone áreas de las proteínas virales que permiten la interacción con el correceptor. La unión del virus a la integrina facilita la migración del complejo virus receptor hasta las cavidades revestidas de clatrina de donde son llevados a los endosomas (figuras 2.6 y 2.7). Algunos virus (sarampión, VIH), tienen la particularidad de desplazarse en forma intercelular a partir de una célula infectada a una no infectada dentro del mismo hospedero. Las mismas proteínas virales encargadas de la unión son importantes en este mecanismo de fusión que lleva a generar células multinucleadas denominadas sincicios (figura 2.8).
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			Figura 2.5. Sistema de señalización celular que conlleva a la entrada del virión 
Unión del virus a las integrinas e interrelación posible con algún factor de crecimiento (GF), estímulo del sistema MAPK, fusión de membranas, transporte de la cápside viral. EGF: factores de crecimiento epidérmico. P13K: fosfato quinasa. Ras: proteína G monomérica GTPasa. Raf: serina-treonina quinasa. MEK y ERK: proteínas de la familia MAPK. MOTC: centro organizador de microtúbulos. 
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			Figura 2.6. Mecanismo de unión y entrada de un virus desnudo (adenovirus) a las células hospederas 
1. Unión al receptor CAR y correceptor integrina αvβ3/5. 2. Formación de una caja de clatrina. 3. Formación del endosoma. 4. Denudamiento de la partícula viral y liberación del genoma. 
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			Figura 2.7. Mecanismo de unión y entrada del virus influenza a las células hospederas 
1. Unión a los receptores glicoproteicos que poseen ácido siálico o neuramínico. 2. Formación de vesícula endocitótica. 3. Formación del endosoma. 4. Denudamiento de la partícula viral y liberación de los segmentos genómicos contenidos en la nucleocápside. 
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			Figura 2.8. Mecanismo de unión y entrada del virus de inmunodeficiencia humana a las células hospederas 
1. Unión al receptor CD4 y correceptor CCR4. 2. Fusión de la membrana viral y celular. 3. Denudamiento de la partícula viral. 5. Liberación de los dos segmentos genómicos ARN (+) y enzimas necesarias contenidos en la nucleocápside. 




			
				
						4.

						Denudamiento o desensamblaje. Este término define el proceso de remoción o degradación de la cápside o envolturas virales que permite liberar el ácido nucleico y su interacción con la maquinaria biosintética de la célula huésped. El denudamiento viral ocurre en diferentes localizaciones celulares: la membrana celular, en el citoplasma, en los poros nucleares o dentro del núcleo. El denudamiento facilita la liberación del genoma viral y su transporte a los sitios apropiados  para  posibilitar  los  procesos de traducción, transcripción y replicación. Este paso implica la pérdida de la estabilidad estructural de la cápside viral o la fusión de las membranas viral y celular. En algunos virus no hay degradación de las proteínas de la cápside viral, pues ellas son indispensables para la transcripción y replicación. Las señales que permiten este proceso son causadas por la unión del virión al receptor o la exposición de la partícula viral a un ambiente de pH bajo regulado (6,3 6,5), como el que se encuentra en los endosomas o el que es generado por algunas proteínas virales que se comportan como bomba de protones. La disminución del  pH  facilita  cambios  conformacionales mayores de las proteínas de unión y la proyección de un péptido de fusión. Otras condiciones reductoras son propiciadas por las bajas concentraciones de Ca++, la acción de ATPasas que bombea protones del citosol a la luz del endosoma y la unión con moléculas receptoras en el citosol. En Alphavirus se ha descrito la presencia, en las células no infectadas, de factores celulares de denudamiento. Otra explicación para la pérdida de arquitectura viral, es que el proceso de ensamblaje y denudamiento se realice en compartimentos celulares diferentes, lo cual explica la disociación de las uniones establecidas entre las proteínas. 

				

				
						5.

						Transporte  intracelular.  Una  vez  en  el interior de la célula el virus o su genoma es transportado a una localización particular para llevar a cabo los eventos de traducción, transcripción y replicación. Para llegar a su destino el virus utiliza los sistemas de transporte de la célula (el citoesqueleto) y la red de microtúbulos. Algunas proteínas virales tienen secuencias de aminoácidos que son importantes para unirse a los microtúbulos. 
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			Figura 2.9. Transporte de la nucleocápside a lo largo del sistema de microtúbulos 
La nucleocápside es transportada desde las extremidades (+) en la periferia a las extremidades
(–) localizadas en el MTCO (centro organizador de microtúbulos o centrosoma). 




			
				
						

						
Los microtúbulos son proteínas cilíndricas con una luz central compuestas de α y β tubulina. Tienen dos extremos denominados positivos(+) y negativos (-); los extremos + se encuentran en la periferia de la célula, mientras que los extremos – se unen a los centrosomas celulares (figura 2.9). Las estructuras virales se transportan de la periferia (+) al centrómero (-) a una velocidad de 1-4 mm por segundo.

					Las moléculas acopladas al sistema de transporte  son  la  dineína  y  el  complejo adaptador de la quinesina. La dineína mueve las partículas desde la periferia hasta el sitio organizador, situado cerca del núcleo. En el núcleo celular las estructuras del poro nuclear sirven de guardianes controlando la entrada y salida del material desde y hacia el núcleo. El poro nuclear es una estructura que permite el paso de elementos hasta de 25 nm de diámetro, está compuesto de un conjunto de 50 proteínas entre las que se destacan las proteínas portadoras, denominadas importinas y exportinas.
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Transcripción. Es el proceso por el cual se transfiere la información genética de una secuencia de nucleótidos presentes en una molécula de ácido nucleico a otra. Este paso requiere la formación de un ARNm a partir de una molécula de ADN o la formación de una cadena de ARN complementario, en caso de virus con genoma en forma de ARN monocatenario de polaridad negativa (figura 2.10).

					En los virus que poseen ARN de polaridad positiva, es decir, que el genoma se comporta como un ARNm (familias Togaviridae, Picornaviridae), este va a ser usado directamente para la síntesis de proteínas, sin necesitar la síntesis de ácidos nucleicos complementarios. En los virus con ARN de polaridad negativa, como los de las familias Rhabdoviridae, Paramyxoviridae y Orthomyxoviridae, el material genético posee la secuencia de nucleótidos necesaria para la síntesis del ARN complementario, el cual funciona como mensajero. Como ya se enunció previamente, este tipo de virus con ARN (–) requiere de una ARN polimerasa ARN dependiente (transcriptasa), enzima que es codificada por el genoma viral.
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			Figura 2.10. Localización de las enzimas celulares y virales encargadas del proceso de transcripción 
cs: cadena sencilla dc: doble cadena. RdRpol: ARN polimerasa ARN dependiente. Pol: polimerasa. RT: transcriptasa inversa. 




			
				
						

						Para producir ARN mensajero o para la replicación genómica, los virus ARN poseen una enzimas que se denominan ARN polimerasas ARN dependientes. Estas enzimas cumplen con funciones de replicación cuando el oficio es la de copiar el ARN viral para formar nuevos genomas. Cuando las enzimas producen ARNm se dice que tienen una función de transcripción. La mayoría de los virus ADN se multiplican en el núcleo y dependen de ARN polimerasas celulares dependientes ADN (ADNpol o RNApol II). La transcripción se lleva a cabo en el citosol o en el núcleo celular, dependiendo de las enzimas que sean requeridas para tal efecto, en caso de virus de la familia Poxviridae, la transcripción se desarrolla en el citoplasma, ya que este virus ADN posee su propia ADN polimerasa. En cualquiera de los casos hay genes tempranos o de lectura rápida y genes tardíos o de lectura en fase final del ciclo. El genoma viral como el genoma de eucariotas posee secuencias promotoras y secuencias potenciadoras (en inglés enhancer) que permiten controlar la expresión de los genes virales. Las regiones promotoras están sujetas a la acción de factores de transcripción, como el factor de transcripción IID (TFIID por transcription factor IID) que se une a secuencias conocidas como cajas TATA (TATAA/TAA/TA/G). Entre los factores de transcripción que se unen a las secuencias potenciadotas están AP-1 y AP-2 (AP por activator protein), Sp1 (Sp por stimulatory protein) y NFkB (por nuclear factor kappa B).

				

				
						7.

						
Traducción. La mayoría de ARNm virales tienen una caperuza o capuchón metilado en su extremidad 5’ (7MetG5’ppp5’Np) y también pueden estar poliadenilados en su extremidad 3’. Estas secuencias juegan un papel importante en el inicio de la traducción. El extremo metilado (cap) ayuda a transportar el ARNm del núcleo al citoplasma, protege el ARNm de la degradación por exonucleasas y es necesario para iniciar la traducción.

					El extremo cap es importante para la unión con al menos una docena de factores de iniciación de la traducción (eIF por eukaryotic initiation factor), con el aminoácido  metilado  transportado  por los tARN y con la subunidad 40S del ribosoma (figuras 2.11 y 2.12). La extremidad poliadenilada es importante en la unión con proteínas que unen poli-A y permiten la circularización del ARN, lo que favorece la traducción. Algunos ARNm inician la traducción por unión de la subunidad 40S a estructuras tridimensionales formadas por la complementariedad de nucleótidos entre la misma estructura del ARN, estas estructuras se denominan IRES (por Internal Ribosomal Entry Site) situadas en contracorriente del punto de iniciación de la síntesis proteica (figura 2.11).


				

			

			
			



			
				[image: img_02_11]
			

			Figura 2.11. Iniciación del proceso de traducción del ARNm con una estructura IRES en 5’ 
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			Figura 2.12. Traducción del ARNm metilado en 5’ 
1. A la caperuza en 5’ y a la subunidad 40S del ribosoma se unen los factores de transcripción. 2. El complejo escanea la secuencia de nucleótidos en sentido 3’ y cuando se encuentra con la secuencia de iniciación AUG, se liberan los eIF y se comienza la síntesis de proteína. 




			
				
						

						
La traducción es el proceso por el cual se sintetiza una cadena polipeptídica a partir de la información genética presente en el ARNm. La información presente en los cuatro nucleótidos se organiza en 64 diferentes tripletas o codones que son traducidos en uno de los veinte diferentes aminoácidos. El ARNm es traducido en proteínas durante dos periodos de tiempo simultáneos y con límites no muy bien definidos. Durante la traducción de proteínas tempranas, se sintetizan proteínas con función enzimática o reguladora de la función celular y durante la fase tardía se sintetizan proteínas estructurales que formarán parte de la partícula viral. En algunos modelos de replicación (Picornaviridae, Togaviridae), el ARN es de tipo monocistrónico y permite la síntesis de un gran péptido que sufrirá los clivajes correspondientes por parte de proteasas celulares o de origen viral (proceso autocatalítico) para dar lugar a las diferentes proteínas.

					Como los ARNm celulares, la mayoría de los ARNm virales son monocistrónicos, es decir, que poseen un solo marco abierto de lectura  (ORF).  Los  ARNm  bicistrónicos tienen dos marcos abiertos de lectura, por lo que las proteínas que codifican poseen secuencias disímiles de aminoácidos. La traducción se puede hacer en los ribosomas libres en el citosol o en ribosomas asociados al aparato de Golgi, durante el proceso se producen modificaciones cotranslacionales y postranslacionales como son la glicosilación, acilación o fosforilación.

					La glicosilación consiste en la adición de oligosacáridos en la cadena polipeptídica (figuras 2.13 y 2.14). La O-glicosilación es la adición de estos oligosacáridos en los grupos hidroxilo de la serina y treonina, mientras que la N-glicosilación adiciona estos grupos en los residuos amino de la asparagina.  La  N-glicosilación involucra el reconocimiento de secuencias de aminoácidos específicas (Asn-X-Ser/Thr) en una fase muy temprana de la síntesis proteica. La O-glicosilación tienen lugar en el retículo endoplásmico rugoso y la N-glicosilación se produce en el aparato de Golgi. Las enzimas encargadas de esta reacción son glicosiltransferasas como la α manosidasa I o II y la galactosiltransferasa. El orden de los oligosacáridos adicionados dependerá del orden de las enzimas encargadas del proceso. Los residuos adicionados son la galactosa, manosa, N acetilneuramínico (ácido siálico), a-D-N-acetil glucosamina, N-acetil galactosamina y α-L-fucosa.
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			Figura 2.13. Esquema del proceso de O-glicosilación sobre residuos de serina o treonina 
Asp: asparagina. X: cualquier aminoácido. Ser: serina. AGl: N acetilglucosamina.
Man: manosa. AGal: N acetilgalactosamina. Fuc: fucosa. 
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			Figura 2.14. Esquema del proceso de N-glicosilación sobre residuos de asparagina 
AGl: N acetilglucosamina. Man: manosa. AGal: N acetilgalactosamina. ANe: ácido siálico o neuramínico. 




			
			
				
						

						
La N-glicosilación juega un papel importante en la biología de la partícula viral.

					Su presencia es fundamental en mecanismos de evasión de la respuesta inmune (figura 2.14). En virus Hendra, coronavirus, influenza, hepatitis B y virus del Nilo Occidental, es crucial en los procesos de entrada a la célula hospedera, en el procesamiento  proteolítico  y  transporte  de las proteínas virales al interior de la célula infectada.

					El proceso de glicosilación involucra etapas sucesivas de transferencia, adición y remoción de residuos oligosacáridos. Las glicoproteínas de membrana de una gran variedad de virus (gp120 de HIV, hemaglutinina de virus influenza, proteína G del virus de la rabia, gpC, gpG del virus herpes) se encuentran glicosiladas. Algunas proteínas superficiales de virus desnudos como la proteína VP7 del rotavirus también se encuentran glicosiladas.

					La acilación es la adición en la cadena polipeptídica de grupos acilo (R-CO) sobre los residuos amino de la glicina localizada en el residuo amino terminal. El grupo acilo terminal más frecuentemente adicionado es un grupo mirístilo para lo cual se requiere de una enzima del hospedero, denominada N-miristoil transferasa (figura 2.15). Otras formas de acilación implican la unión covalente de ácidos grasos de tipo ácido palmítico a los residuos de serina citoplásmicos. Ejemplos de proteínas virales aciladas son la proteína gag del VIH y la proteína VP4 del virus polio.

					La fosforilación es la adición de grupos fosfato de un nucleótido como el ATP a los residuos O u OH de aminoácidos como la serina, treonina o tirosina. La fosforilación   cambia   la   conformación, estabilidad,  actividad  y  localización  de la proteína viral. La reacción enzimática es catalizada por las protein quinasas de origen viral como la tirosina quinasa del virus herpes simple o quinasas celulares. Algunas proteínas del tegumento de virus de la familia Herpesviridae y la fosfoproteína del virus de la rabia son ejemplos de proteínas fosoforiladas.


				

				
						8.

						Replicación  del  material  genético.  La replicación genómica puede hacerse en el citoplasma o al interior del núcleo celular, dependiendo de la localización de las enzimas necesarias para catalizar este paso. En esta fase se producen las copias genómicas necesarias para formar la progenie viral. Por lo general, los virus ADN copian sus genomas directamente del ADN y los virus ARN copian sus genomas de ARN. La secuencia genómica tiene al menos un sitio ORI (por Origen de Replicación) que es el sitio en donde se inicia la replicación. La síntesis de ARN o ADN viral sigue un esquema semiconservativo, en la que una cadena genómica sirve de molde para la síntesis de una cadena con bases complementarias.
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			Figura 2.15. Esquema del proceso de miristoilación 
 




			
				
						

						
En el caso de los virus con genoma de tipo ADN, estos utilizan durante esta fase las ADN polimerasas ADN dependientes propias de la célula presentes en el núcleo celular. Los virus de la familia Poxviridae poseen su propia ADN polimerasa, razón por la cual se replican en el citoplasma de la célula hospedera. El complejo proteico de replicación de los virus ADN posee al menos tres proteínas: la helicasa que separa la doble hélice, las proteínas de unión a la cadena sencilla de ADN que mantienen separadas las hebras genómicas y la ADN polimerasa.

					En el caso de los virus cuyo genoma se encuentra  en  forma  de  ARN,  se  utilizan  replicasas  que  tienen  como  función la formación de ARN a partir de cadenas complementarias que sirven de molde o templete. Durante esta fase, los virus ARN llevan a cabo la replicación del ARN viral, generándose ARN a partir de ARN, algo exclusivo de los virus. Los virus ARN (–) llevan a cabo la síntesis de ARN de cadena complementaria, ARN (+) o antigenómica, que a su vez también sirve de molde para la síntesis de ARN genómico (–). En el caso de los virus con genoma de tipo ARN de sentido positivo (ARNm), el ARN (–) producido no es más que un intermediario replicativo. Para catalizar este proceso se requiere de ARN polimerasas dependientes de ARN o replicasas que son codificadas por el virus. En el caso de virus ARN de cadena doble (familia Reoviridae), el genoma se replica de una manera conservativa en el que la doble cadena del virus infectante es conservada (figura 2.10).
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Síntesis proteica tardía. En esta fase las proteínas son sintetizadas en la célula infectada después de que ha ocurrido la replicación de los nuevos genomas virales. Los ARNm tardíos se sintetizan a partir de las nuevas copias genómicas, por lo que el número de copias de ARNm es abundante, así como el número de copias de proteína producida.

					El proceso de replicación se desarrolla en diferentes compartimentos celulares que se encuentran distantes entre sí, por lo tanto  necesitan  de  componentes  celulares para este tipo de desplazamiento entre compartimentos. Durante la fase de síntesis de proteínas tardías, se sintetizan las proteínas estructurales del virión que son transportadas al sitio de ensamblaje por un sistema de vesículas como se observa en la figura 2.16.

					A partir 1970 se tiene evidencia microscópica de la relación entre los componentes virales y los diferentes elementos del citoesqueleto celular; estos hallazgos fueron corroborados con estudios que utilizaron medicamentos que alteran el citoesqueleto y con técnicas de marcaje que emplearon la proteína fluorescente verde. Las proteínas de los microtúbulos, los microfilamentos y los filamentos intermediarios, se observa que son fundamentales en los procesos de ingreso y transporte retrógrado (de la membrana plasmática al centro de la célula) de la partícula viral, así como en el transporte anterógrado (del centro de la célula a la periferia) durante el ensamblaje y liberación de los viriones formados.
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Ensamblaje. Una vez que se ha sintetizado un número abundante o umbral de proteínas virales estructurales y copias genómicas al interior de la célula infectada, se lleva a cabo el ensamblaje de las nuevas partículas virales. El número de proteínas virales que constituyen la cápside puede ser de una o más de una decena de subunidades estructurales distintas. El ensamblaje viral involucra la formación de un andamiaje proteico transitorio que no aparece en el virión maduro.

					Durante esta fase hay organización de las macromoléculas virales (proteínas y ácidos nucleicos) tendientes a la formación de viriones maduros, hay formación de inclusiones que forman verdaderas fábricas virales. En el caso de partículas virales con envoltura, las glicoproteínas son transportadas por un sistema de vesículas hasta la membrana plasmática, y la nucleocápside se organiza y ensambla por debajo de esta unidad de membrana celular (figuras 2.16 y 2.17). En el caso de virus desnudos, la cápside se ensambla alrededor del genoma viral.


				

			




			
				[image: img_02_16]
			

			Figura 2.16. Se muestra el transporte del material proteico viral en vía de síntesis, utilizando el sistema de microvesículas 
El transporte se produce a partir de compartimentos vesiculares donantes y aceptores del aparato de Golgi. Snare A y B, Snaps y Nsf: proteínas solubles de unión y tráfico de proteínas.  





			
				
						

						Los diferentes elementos constitutivos de la partícula viral se cito localizan en zonas celulares en donde se realiza el proceso de ensamblaje y formación de viriones (figura 2.18). Por lo tanto, durante el ensamblaje, los virus que egresan por gemación o los que tienen glicoproteínas en su membrana, hace que exista una gran expresión de antígenos virales sobre la superficie de la membrana celular. Las proteínas estructurales expresadas en la membrana plasmática se constituyen en antígenos que pueden ser el blanco de los anticuerpos y el  complemento.  Adicionalmente,  todas las proteínas sintetizadas en la célula hospedera, son procesadas en el interior de los proteasomas y presentadas en el contexto de las proteínas del complejo mayor  de histocompatibilidad de clase I (MHC I), lo cual permite identificar la célula infectada por parte de los linfocitos T citotóxicos. Durante  el  ensamblaje  viral  se  pueden incorporar  proteínas  celulares  en  la  estructura viral, pero este fenómeno no ha sido descrito para el caso de las familias Orthomyxoviridae, Bunyaviridae, Coronaviridae,  Arenaviridae,  Flaviviridae  y  Togaviridae,  fenómeno que también puede ocurrir y solo sea una falta de estudio de estos modelos virales.
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			Figura 2.17. Esquema del proceso de ensamblaje de las partículas virales 
1. Las proteínas estructurales y las copias genómicas son transportadas hacia un lugar de la célula gracias a la presencia de códigos postales apropiados. 2. Las partículas se estructuran y ensamblan. 3. Las partículas son liberadas de la célula. 





			
				[image: img_02_18]
			

			Figura 2.18. Modelo hipotético que muestra en forma esquemática la interrelación de las proteínas estructurales de membrana
(hemaglutinina [HA1, HA2]) y matriz (M1), el ARN viral (ARNv) y la nucleoproteína (NP) del virus Influenza 
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Liberación. Una vez formados los nuevos viriones tiene lugar la salida de las nuevas partículas hacia otras células del huésped, lo que permite reiniciar de nuevo el ciclo replicativo. Hay dos procesos por los cuales los virus pueden ser liberados de la célula infectada: la citólisis y la gemación. La citólisis es el mecanismo de liberación de la mayoría de virus desnudos, mientras que la gemación es el proceso empleado para el egreso de la mayoría de virus cubiertos.

					Algunos virus producen proteínas que retardan el proceso de muerte celular, prolongando el periodo de replicación viral y  otros  virus  producen  proteínas  apoptóticas, lo que produce la muerte celular y la liberación de los nuevos viriones. La mayoría de virus desnudos son liberados por ciclo lítico. La gemación es un proceso de salida que puede tener poco o ningún efecto sobre la célula hospedera. La gemación es una endocitosis inversa que, aunque no produce daño a la membrana celular, puede conllevar a infecciones latentes. El transporte de proteínas virales se hace por el sistema de vesículas celulares y durante este transporte, el virión puede renovar su membrana en diferentes unidades de membrana celular hasta fusionar con la membrana plasmática. Los virus cubiertos (Retroviridae, Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae, Coronaviridae, Rhabdoviridae, Bunyaviridae y Hepadnaviridae) son liberados mediante procesos de gemación. Finalmente, algunos viriones como el VIH escapan al sistema de vigilancia inmunológica, ya que no se liberan al medio circundante, sino que más bien difunden de células infectadas a células adyacentes no infectadas, en donde se inicia un nuevo ciclo de replicación.
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			Figura 2.19. Esquema general de modelos de replicación viral en virus ADN y ARN 
 




			
				
						

						Los virus están diseñados para ingresar a la célula hospedera por la adhesión existente entre receptor y ligando, para evitar que el virus permanezca adherido a la membrana de la célula hospedera luego de un ciclo replicativo,  ha  generado  un  mecanismo de destrucción de receptores celulares por actividad de enzimas como la neuraminidasa. Las diferentes fases de este ciclo se pueden observar en forma resumida en la figura 2.19. 

				

			


			



			En bacteriófagos existe otra forma de ciclo infeccioso viral diferente al ciclo lítico. Esta forma, denominada ciclo lisogénico, se caracteriza por la integración del genoma del bacteriófago  con  el  genoma  de  la  bacteria. Esta integración puede hacerse en secuencias preferidas (como es el caso del fago lambda de Escherichia coli), de manera indiscriminada en el interior del genoma del huésped, con ayuda de una transposasa µ (en el caso del fago Mu1), como plásmido (en el caso del fago P1) o finalmente mantenerse como profago o como plásmido (en el caso del fago P4). El genoma viral integrado se denomina un provirus, este genoma integrado puede expresar ciertas funciones virales sin lisar la célula. La represión en su expresión puede ser inhibida por factores externos y conllevar a un ciclo lítico. Algunas de las sustancias represoras que mantienen el provirus y previenen al genoma viral de ser destruido en el interior de la célula huésped son sintetizadas por el genoma viral.

			En la patología médica, el ejemplo más claro de enfermedad causada por esta relación célula/ huésped y virus es la difteria. El Corynebacterium diphtheriae es infectado por un profago que codifica para una exotoxina A-B y que se expresa en el momento en que el bacteriófago pasa de su ciclo lisogénico a su ciclo lítico. Este fenómeno permite diferenciar a las cepas no portadoras del profago (diphteroides) de aquellas patógenas (productoras de toxina). Las bacterias expresan la toxina en condiciones en las cuales existen bajas concentraciones de hierro en el medio. Esta regulación férrica sugiere que el papel de la toxina es el de proveer hierro a la bacteria. La figura 2.20 resume el ciclo lítico y el ciclo lisogénico de un bacteriófago. Por estímulos diversos, la bacteria pasa del ciclo lisogénico al ciclo lítico, con la producción de bacteriófagos.
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			Figura 2.20. Ciclos lítico (A) y lisogénico (B) de un bacteriófago 
A: 1. El bacteriófago infecta la célula e inicia un ciclo replicativo con inoculación del genoma viral. El genoma viral permanece individualizado 2. Se hace la síntesis de proteínas y la replicación del material genético. 3. Se ensamblan las partículas virales y se produce la destrucción e la célula procariote. B: 4. Al inocularse el material genético del bacteriófago, este se integra con el genoma bacteriano. 5. La proliferación bacteriana transmite el genoma viral a la descendencia. 6. Algunas de las células con el genoma viral integrado pueden entrar en fase lítica y producir nuevas partículas virales. 





			Aislamiento y cultivo de agentes virales 

			



			A diferencia de la mayoría de bacterias (con la excepción de las Chlamydias y Rickettsias) y hongos, los virus son parásitos intracelulares obligados, incapaces de crecer en medios de cultivo simples por enriquecidos que ellos sean. Esto se debe a que los virus demandan para su multiplicación de la integridad de la maquinaria biosintética de la célula.

			Inicialmente se utilizó como método de aislamiento  y  replicación  viral  los  animales de laboratorio (ratón, hámster o conejo) y los embriones de pollo. El aislamiento de los virus necesita usar líneas celulares, que en términos generales se conoce como cultivo de células. Hacia el inicio de la década de los cincuenta, John Franklin Enders (1897-1985) y colaboradores desarrollaron el cultivo celular in vitro que facilitó la caracterización de partículas virales y la producción de vacunas. Las vacunas  fueron  posibles  gracias  a  la  producción de grandes cantidades de virus que mediante métodos de atenuación e inactivación lograron obtenerse.

			Los virus son altamente selectivos en cuanto al tipo de células que infectan, no todos los virus crecen en un mismo tipo celular; para que el virus entre en la célula es necesario que se expresen en la superficie de la membrana celular los receptores específicos y que el grado de diferenciación celular permita la presencia de factores de transcripción apropiados. En otros términos, es necesario que las células a ser infectadas sean susceptibles y permisivas.

			Para que una línea celular pueda mantenerse viable, es decir, viva, sana y permisiva, se requiere de medios químicos que poseen los nutrientes necesarios para la multiplicación celular (p. ej., sales, glucosa, vitaminas, coenzimas, factores de crecimiento, etc.). Estos medios esenciales también deben ser isotónicos, con un pH cercano a 7,4. Debido a la producción de metabolitos tóxicos, fruto del metabolismo celular, debe cambiarse periódicamente el medio de cultivo para garantizar la presencia de los nutrientes necesarios para el metabolismo de la célula. Por su contenido, el medio de cultivo celular es también un caldo muy apto para el crecimiento de microorganismos presentes en la muestra clínica o fácilmente adquiridos durante la manipulación de la línea celular, razón por la cual, en los laboratorios, se adicionan antibióticos y antimicóticos en concentraciones inhibitorias del crecimiento microbiano, pero que carecen de toxicidad para las células.

			Los medios de cultivo adolecen de algunos factores de crecimiento celular que impiden una rápida proliferación de las células cultivadas; por esta razón, se requiere de la adición de algunos de estos factores presentes en el suero fetal bovino. La naturaleza de la mayoría de estos factores no es conocida.

			Existen distintos tipos de líneas celulares que se presentan a continuación:


			
				
						•

						Cultivo celular primario. Es aquel en el cual las células se obtienen a partir de los tejidos frescos de animales de laboratorio. Las células se disgregan en células individuales gracias a la acción de varias enzimas hidrolíticas como la tripsina o la pronasa. Este tipo de células tiene como ventaja el poder de reproducir una amplia gama de tipos virales y como desventaja, el no sustentar más que un número limitado de divisiones celulares.

				

				
						•

						Cultivo de células diploides. Las células diploides poseen un genoma presente en dos juegos homólogos. Estas células tienen una mayor capacidad de división celular y mantienen el número original de cromosomas. Son útiles para el diagnóstico y la producción de vacunas.

				

				
						•

						Cultivo de células continuas. Estas son células que se han inmortalizado o que son inmortales por ser originarias de células tumorales o por mutación realizada sobre células diploides. Algunas derivan de tejidos humanos, pero la mayoría procede de otras especies de animales o insectos.

				

			


			



			Las líneas celulares mantienen in vitro una morfología característica, y bajo la influencia de la infección viral, adquieren una serie de cambios (citólisis, redondeamiento, formación de células multinucleadas o de acúmulos celulares o sincicios), que conforman lo que se conoce como efecto citopático y que constituyen un valioso elemento de diagnóstico viral. Si bien este efecto es característico del tipo viral, puede corresponder también a varios agentes virales y no es específico para ciertas familias virales. Por otro lado, no siempre la partícula viral va a ocasionar efecto citopático y la presencia del virus se determina en forma indirecta por medio de técnicas de hemoaglutinación o hemoadsorción, inmunofluorescencia o mediante el fenómeno de interferencia viral, usando partículas virales con efecto citopático conocido sobre la línea celular utilizada.

			Desde la aparición del cultivo celular se ha podido estudiar la cinética de replicación viral. Si todas las células de una monocapa son infectadas simultáneamente con un inóculo muy alto (al menos una partícula viral por célula) se puede seguir la dinámica de replicación viral. En una fase inicial el virus se va a unir y penetrar a las células, fase que se conoce como periodo de eclipse. Al interior de la célula tienen que desarrollarse las diferentes etapas de transcripción, replicación, traducción, ensamblaje y maduración de las partículas virales que se denomina periodo de maduración. Finalmente se produce la liberación de partículas virales desde las células infectadas, periodo denominado de liberación. Algunos virus como el citomegalovirus no son liberados en su totalidad por lo que permanece en gran parte asociado a las células. El virus total producido será la sumatoria del virus libre más el asociado a la célula infectada (figura 2.21).
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			Figura 2.21. Cinética de producción de partículas virales al interior de una célula infectada 
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			Capítulo 3

			

			Respuesta inmune
a la infección viral 

			



			Introducción 

			



			Los virus encuentran un medio propicio al infectar organismos pluricelulares ya que confrontan un ambiente que les permite afectar un gran número de células permisivas idénticas. Durante miles de años los organismos de los vertebrados han desarrollado un potente sistema inmune que posee mecanismos de defensa innatos (no específicos) y adaptativos (específicos) para controlar a los invasores (figura 3.1). Los elementos de defensa innata se encuentran siempre listos para iniciar en forma inmediata una acción de defensa, mientras que los linfocitos T y B encargados de los mecanismos de defensa específicos, requieren de un tiempo de respuesta que les permita la proliferación (expansión clonal) y la diferenciación (generación de células efectoras). Los mecanismos de defensa innatos son necesarios para la respuesta temprana a la infección, para contener a algunos agentes que no son eliminados y mantenerlos en estado de latencia, mientras que los mecanismos de defensa específicos son indispensables para eliminar el patógeno y las células infectadas.

			Los agentes infecciosos y el sistema inmune han evolucionado en forma paralela, de suerte que se ha establecido un punto de equilibrio entre ambos. Las infecciones virales han jugado un papel de selección natural sobre los individuos de una forma eficaz al sistema de vigilancia inmune. En forma paralela, los individuos que han sido menos capaces para resolver infecciones virales han muerto.
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			Figura 3.1. Elementos celulares y humorales involucrados en la respuesta inmune innata y adquirida 
Las células involucradas en la respuesta innata son las células NK, macrófagos, células dendríticas, monocitos y polimorfonucleares. Las sustancias liberadas son el interferón de tipo 1, el factor de necrosis tumoral, las citoquinas y quimioquinas, la IL-15 y el complemento. Las células encargadas de la respuesta inmune específica incluyen los linfocitos T, CD4+ y CD8+, los linfocitos B y los plasmocitos. Los factores humorales específicos incluyen los anticuerpos de tipo IgM, IgG e IgA. Abreviaturas. IFN: interferón. TNF: factor de necrosis tumoral. IL-15 interleuquina 15. Ma: macrófago. DC: célula dendrítica. Mo: monocito. PMN: neutrófilo. NK: célula natural asesina. LT: linfocito T. LB: linfocito B. Plas: plasmocito. Ig: inmunoglobulina. 




			El sistema inmune tiene tres funciones fundamentales:

			


			
				
						1.

						El reconocimiento temprano del agente infeccioso. 

				

				
						2.

						La amplificación de la respuesta inmune, mediante mecanismos rápidos de activación.

				

				
						3.

						El control negativo de los mecanismos de respuesta cuando la infección ha cesado. 

				

			

			



			Los virus al comportarse como parásitos intracelulares obligados, presentan ciertas particularidades con respecto al tipo de respuesta inmune que desencadenan en el huésped. Los virus confrontan el sistema inmune de dos maneras: como antígenos complejos (virus libres) o como antígenos integrados en células infectadas. Las infecciones por agentes intracelulares inducen respuesta inmune específica de tipo humoral (generación de anticuerpos) y celular mediada por linfocitos CD8+  (citotoxicidad); ambos tipos de respuesta son importantes en la recuperación del proceso infeccioso.

			Mientras que los linfocitos T reconocen los antígenos asociados a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I (MHC I) presentes en la superficie de membrana plasmática, los anticuerpos producidos por los linfocitos B diferenciados en células plasmáticas, tienen la posibilidad de reconocer antígenos presentes en la membrana, asociados a proteínas de membrana (MHC tipo II) o como antígenos solubles.

			El tipo de respuesta a la infección viral se encuentra en íntima relación con las características de la infección viral en el individuo (su historia natural). El comportamiento in vivo del agente infeccioso, bien sea ocasionando infecciones localizadas en las mucosas o aún produciendo infecciones sistémicas, es un factor importante que se relaciona con la amplitud y la calidad de la respuesta inmune. Si la infección y replicación virales se limitan a las membranas mucosas, la respuesta desencadenada en gran medida se relacionará con una respuesta humoral local, con producción de anticuerpos de tipo IgA secretoria y con la síntesis de interferón. Por el contrario, si se produce una infección de tipo sistémico, entran en juego mecanismos de defensa específicos tanto humorales como celulares.

			Es importante tener en cuenta que los mecanismos de respuesta inmune tienen que ver no sólo con la defensa y protección contra el agente agresor, sino que también están involucrados con la patogénesis y gravedad de los cuadros infecciosos, como se discutirá en el capítulo 4 sobre patogénesis de la infección viral.



			Respuesta inmune innata 

			

			

			Cuando una célula del organismo se infecta por virus, se desencadena una respuesta casi inmediata mediada por los sistemas de señalización celular presentes en la superficie de membrana. La respuesta inmune innata es el tipo de respuesta que involucra mecanismos de defensa no específicos. Se denomina respuesta inmune natural, innata o no específica, ya que hace parte de los sistemas efectores propios del huésped, es decir, son elementos constitutivos que hacen uso de habilidades preexistentes en el huésped o de mecanismos rápidamente inducibles. La respuesta innata permite dar una pronta respuesta a agentes infecciosos a los cuales el hospedero no se ha expuesto e inmunizado previamente, mientras que la respuesta inmune adaptativa se desencadena contra este nuevo agente y puede tardar de cuatro a siete días en hacerse evidente. Esta primera línea de defensa retarda la replicación del agente invasor, para dar tiempo al desarrollo de mecanismos inmunes específicos que controlen finalmente la infección. La respuesta no específica involucra a las citoquinas, quimioquinas, anticuerpos naturales, el complemento, las colectinas, el interferón, los factores de necrosis tumoral, la acción de macrófagos y neutrófilos, las células NK, las células T γδ, los linfocitos T citotóxicos, sin restricción a proteínas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y las células T de memoria con reacción cruzada.

			El desarrollo de un respuesta inmune innata robusta, la liberación de citoquinas y el desarrollo del proceso inflamatorio podría estar asociado al curso benigno o maligno de la enfermedad. El mecanismo de inicio de la respuesta inmune innata fue mejor comprendido a partir del descubrimiento de los denominados receptores de tipo Toll (TLR por Toll-Like Receptors). Estos receptores permiten identificar moléculas presentes en los patógenos que no tienen contrapartida con las moléculas propias del hospedero. A continuación se verán algunos aspectos de cada uno de estos elementos de respuesta inmune natural.





			Barreras físicas y químicas 

			



			Las diferentes superficies corporales en contacto con el medio externo poseen una serie de mecanismos físicos y químicos que constituyen una barrera natural para el ingreso de patógenos. La piel es un órgano muy importante que no solo se comporta como una barrera física, sino que posee sustancias como los ácidos grasos que destruyen algunos patógenos en contacto con ella. El tracto respiratorio posee secreciones mucosas que constituyen una barrera física, es ayudada por el movimiento ciliar y los reflejos como el estornudo y la tos. El aparato digestivo tiene un pH muy bajo en el estómago que destruye algunos patógenos y cambia bruscamente de pH en el duodeno lo que constituye una segunda línea de estrés físico, seguido por las enzimas presentes en la bilis y las secreciones pancreáticas. A nivel genitourinario existe un pH ácido que se asocia como en el caso de la vagina, con la presencia de una flora microbiana comensal que mantiene el pH y controla algunas infecciones. El peristaltismo a nivel entérico y urinario permite eliminar los contenidos fecal y urinario, constituyéndose en una defensa mecánica que suprime un gran volumen de patógenos potenciales. En la córnea se producen lágrimas que la lubrican y adicionalmente la lisozima presente tiene un efecto antibacterial.





			Receptores de reconocimiento de patrones (PRR) 

			



			Los receptores celulares de reconocimiento de patrones o PRRs (por Cellular Pattern Recognition receptors) son receptores moleculares que reconocen patrones moleculares asociados a patógenos PAMP (por Pathogen Associated Molecular Pattern). Las características estructurales reconocidas por los PRR incluyen ARN de cadena doble, ARN de cadena sencilla trifosforilado en 5’ y ADN con extremos CpG no metilados. Entre los PRRs se reconocen los TLR y los receptores citoplásmicos de tipo helicasa como RIG-I (por Retinoic Acid Inducible Protein I), MyD88 (por Myeloid Differentiation primary response protein-88) y los NODs (por Nucleotide binding Oligomerization Domain). La función principal de las PRP es la activación de las vías de señalización de la inflamación (figura 3.2).
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			Figura 3.2. Reconocimiento y sistema de señalización de los receptores de tipo NOD 
CARD: dominio caspasa, NOD: dominio de oligomerización y unión de nucleótidos. RD: dominio represor terminal. LRR: región rica en leucina. PYR: dominio pirina. RRPro: región rica en prolina. Adaptadores intracelulares (MAVS/IPS1, ASC), quinasas (FADD, TBK-1, IKKi, IKKα, IKKβ, IKKγ), NFkB: factores nuclear kappa B. DV: virus dengue. WNV virus del Nilo Occidental. HCV: virus de la hepatitis C. JEV: virus de la encefalitis japonesa. EBV: virus de Epstein Barr. RSV: virus respiratorio sincicial. 




			Receptores de tipo NOD (NLR) 

			



			Los receptores de tipo NOD son censores intracelulares citoplásmicos compuestos por 22 proteínas en humanos (CIITA, NAIP, NOD 1-5, NLRP1-14, NLRX-1). Estas proteínas se expresan en células inmunes (linfocitos T y células presentadoras del antígeno), aunque también en células no inmunes de tipo epitelial o mesotelial. Estas proteínas están compuestas de tres dominios: el primer dominio está compuesto de una región amino terminal que permite la interacción proteina-proteina denominada CARD (Caspase Recruitment Domain), una región denominada PYD (PYrin Domain) y un dominio de transactivación ácida o BIR (Baculovirus Inhibitor Region). El tercer dominio es el central constituido por una zona de oligomerización y unión de nucleótidos (NOD). El extremo carboxiterminal está formado por una secuencia repetitiva de leucina que detecta los PAMPs.

			La región CARD está asociada con la unión a caspasas que juegan un papel importante en los procesos de apoptosis e inflamación. La región PYD interactúa con otras proteinas homólogas en procesos de señalización corriente abajo. Las proteinas que tienen dominios BIR cumplen dos tipos de funciones: inhibidor de la apoptosis (AIP por Inhibitor of Apoptosis Protein) e inhibición de la apoptosis neuronal (NIAP por Neuronal Inhibitor of Apoptosis Protein).

			Los primeros NLR identificados fueron NOD1 y NOD2 los cuales juegan un papel activador de las vías NFκB y MAPK, lo que se manifiesta como un estímulo positivo para la transcripción y la producción de mediadores de la inflamación que incluye las citoquinas, factores quimiotácticos, moléculas de adhesión y moléculas inducibles como iNOS y Cox-2.

			Otro grupo de NLR como las NLRP1, NLRP3 y NLRC4 funciona uniéndose a proteínas adaptadoras como ASC para activar la caspasa-1; esta activación permite a su vez el clivaje de la pro-IL-1β y la pro-IL-18, cuyas formas biológicas activas (IL1β y IL-18) inician el proceso inflamatorio. El NLRP3 se ha observado que responde ante la presencia de patógenos como el adenovirus y los virus influenza y Sendai.

			El inflamasoma es un complejo proteico oligomérico que está implicado en la respuesta inmune innata por medio de la activación del proceso inflamatorio. La composición proteica del inflamasoma es variable y depende del estímulo inflamatorio inicial que induce el proceso inflamatorio. Así por ejemplo, en caso de estímulo por el ARN de cadena doble el inflamasoma se compone de Caspasa-1, eventualmente las caspasas 5 o 11, PYCARD y NALP que activan pro-IL-1β y la pro-IL-18; proceso que puede llevar a la muerte celular de tipo piroptosis.





			Receptores de tipo RIG-I 

			

			

			El RIG-1 (gene 1 inducible por ácido retinoico) es parte del sistema de reconocimiento de patrones moleculares al que pertenecen las helicasas MDA5 y el LGP2. El sistema reconoce ARN de cadena doble o cadena sencilla de una talla de 4.000 nucleótidos; sirve de sistema sensor en caso de infecciones por flavivirus, picornavirus, rabdovirus, reovirus, ortomixovirus y paramixovirus. Estos sistemas de señalización tienen vías distintas pero convergen en la activación de proteínas quinasas como IKKA o IKKB que activan el sistema NFκB o TBK1 e IKBKE que aceleran la vía IRF-3. La activación de NFκB e IRF-3 induce la producción de IFNβ.





			Receptores de tipo MDA5 y LGP2 

			



			El MDA5 (por Melanoma Differentiation Associated Factor 5) es un censor intracelular citoplásmico que detecta varios virus e induce vías de señalización que regulan la síntesis de interferón como respuesta antiviral. En la región amino terminal posee dos dominios CARD, una región central con funciones de helicasa y un extremo carboxi terminal o dominio de represión RD. El receptor LGP2 es similar a MDA5 pero carece de los dominios CARD, por lo que se postula como regulador positivo de la señalización de RIG1 y MAD5, posiblemente mediante modificación de la estructura del ARN antes del reconocimiento por estos dos receptores.

			Al parecer hay un poco de redundancia entre el reconocimiento de patrones moleculares por parte de RIG-1 y MDA5. Los virus DV y WNV pueden ser reconocidos por RIG1 como por MDA5 y cualquiera de estos censores es capaz de inducir la producción de IFN. Pruebas con ARN sintéticos y virales permiten reconocer que RIG1 puede identificar ARN de doble cadena de al menos dos kpb, mientras que MDA5 tiene un amplio rango de reconocimiento de ARN de doble cadena que varía de 400 a 4.000 pb.

			No todos los inflamasomas son activados por NLRPs, algunas vías involucran AIM2ASC y son activadas por ADN de doble cadena presentes en el citosol durante el proceso de replicación viral, como en el caso de infecciones por poxvirus. El reconocieminto de ADN de doble cadena por AIM2 conlleva a la oligomerización  de ASC y la caspasa 1 que tienen acciones catalíticas para activar las proformas de IL-1β, la IL-18 e IL-33.





			Receptores tipo Toll (TLR por Toll-like-recetor) 

			



			Son proteínas transmembranales involucradas en la detección de agentes infecciosos. Hoy en día se reconocen en mamíferos 13 miembros de esta familia de proteínas, de los cuales 10 se han identificado en humanos. En la tabla 3.1 se resumen algunas de las características de los receptores TLR.

			El patrón o residuo molecular reconocido por cada una de estas proteínas ha sido identificado. Los PAMP son porciones moleculares que se encuentran altamente conservadas en agentes patógenos y que no se presentan en las estructuras del hospedero. La estructura de los TLRs se caracteriza por un dominio extracelular rico en regiones repetitivas de leucina (LRR) encargado del reconocimiento de los diferentes PAMP, y un dominio citoplásmico Toll/IL-1 (TIR) que activa una cascada de señales mediada por las proteínas adaptadoras como MyD88 (por Myeloid Differentiation Primary Response Protein), IRAKs (por IL-1 Receptor-Associated Kinase)   y   TRAF6   (por   Tumor-necrosis-factor-receptor-associated factor 6).






			Tabla 3.1. Características generales de los TLR, expresión y modulación 

			
				
						
						Receptor TLR

					
						
						Células que lo expresan

					
						
						Acción y expresión

					
				

				
						
						TLR1

					
						
						Gran ubicuidad

					
						
						No muy alto papel regulador de respuesta inmune

					
				

				
						
						TLR2

					
						
						PMN, DC, Mo

					
						
						Inducido por LPS y lipoproteínas

					
				

				
						
						TLR3

					
						
						DC, NK

					
						
						Inducido por diferenciación celular

					
				

				
						
						TLR4

					
						
						Ma, DC, EC

					
						
						Inducida por citoquinas proinflamatorias

					
				

				
						
						TLR5

					
						
						Mo, DCi, NK, LT

					
						
						Poca modulación por citoquinas o LPS

					
				

				
						
						TLR6

					
						
						Alta en LB. Baja en Mo y NK

					
						
						No inducido por citoquinas o LPS

					
				

				
						
						TLR7

					
						
						LB, DCp

					
						
						Inducido por IL-6 y poco por otras citoquinas

					
				

				
						
						TLR8

					
						
						Alta en Mo. Baja en LT y NK

					
						
						Inducido por IFNγ y LPS y poco por otras citoquinas

					
				

				
						
						TLR9

					
						
						DCp, Ma, PMN, NK, microglía

					
						
						Inducido por IFNγ y LPS

					
				

				
						
						TLR10

					
						
						Alta en LB. Baja en DCp

					
						
						Poca modulación por citoquinas o LPS

					
				

				
						
						TLR11

					
						
						Hepatocitos, Mo, Ma, Vejiga

					
						
						El gen no es expresado en humanos por codón stop

					
				

				
						
						TLR12

					
						
						Neuronas

					
						
						En murinos. Ligando desconocido

					
				

				
						
						TLR13

					
						
						Desconocido

					
						
						Ligando y adaptadores desconocidos

					
				

			

			PMN: polimorfonucleares. DC: células dendríticas. DCp: células dendríticas plasmocitarias. DCi: células dendríticas inmaduras. EC: células endoteliales. LB: linfocito B. LT: linfocito T. LB: linfocito B. Ma: macrófagos. Mo: monocitos. NK: células natural killer. LPS: lipopolisacárido. 





			Los  TLRs  reconocen  PAMP  virales  de tipo ARN de doble cadena (dcARN), ARN de cadena sencilla (csARN) y dinucleótidos CpG no metilados, este reconocimiento es necesario para iniciar una respuesta celular. Adicionalmente los TLR median los sistemas de señalización que permiten la inducción de citoquinas de tipo IFNα/β, las cuales como se verá posteriormente, son fundamentales en la respuesta inmune antiviral. La integridad y funcionalidad de estos receptores es muy importante, algunos polimorfismos de TLR-4 (Asp299Gly y Thr399Ile) han sido asociados con un mayor riesgo de infección grave por virus respiratorio sincicial en niños menores de dos años. Si bien los TLR corresponden a una etapa inicial de reconocimiento inmune, los virus en el transcurso de la evolución han desarrollado mecanismos para subvertir esta acción con el fin de escapar al sistema de vigilancia. Los TLR de diferentes patógenos tienen especificidad en cuanto al PAMP reconocido (figura 3.3).

			La estimulación de los TLR por los PAMP induce la activación y translocación de varios factores regulatorios celulares como el factor nuclear kB (NF-kB), el factor regulador del interferón 3 y 7 (IRF 3) y la proteína activadora 1 (AP-1), que juegan un papel importante para la transcripción de numerosas citoquinas como el interferón α y β e interleuquinas (IL), elementos fundamentales en la eliminación del patógeno. Una vez establecido el contacto entre el virus a través del TLR y que se desencadenen las señales intracelulares que conllevan a la síntesis de citoquinas, el TLR es internalizado a la célula por intermedio de endosomas. La activación celular por vía de los TLR puede ser fundamental en los primeros pasos de la infección como el ingreso del virión o el inicio del proceso de replicación. La presencia de TLR a nivel de endosomas puede contribuir en la respuesta inmune innata de algunos virus que ingresan a la célula por mecanismos asociados a la formación de endosomas.

			La activación de los TLR constituye un sistema de defensa contra la invasión de patógenos, pero su estímulo excesivo o inadecuado  puede  llevar  a  desórdenes  inflamatorios. La activación de diferentes TLR produce la activación de diferentes vías de señalización y conduce a diferentes efectos biológicos (figuras 3.4 y 3.5).
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			Figura 3.3. Diferentes patrones moleculares reconocidos por los TLR y modelos de infección viral en los que han sido involucrados 
HSV-1: virus herpes simple 1. HSV-2: virus herpes simple 2. CMV: citomegalovirus. HCV: virus de la hepatitis C. EBV: virus de Epstein Barr. WNV virus del Nilo Occidental. RSV: virus respiratorio sincicial. VSV: virus de la estomatitis vesicular. HIV: virus de inmunodeficiencia humana. MCMV: citomegalovirus murino. 





			Un mismo TLR a su vez puede activarse por vías distintas utilizando diferentes moléculas adaptadoras (MyD88 o TIRAP/Mal). El sistema de señalización TLR es regulado por un balance de múltiples mecanismos que mantienen la homeostasis bajo condiciones normales o patógenas. El reconocimiento viral es mediado por mecanismos dependientes y no dependientes de TLRs. El reconocimiento de virus o ARN de doble cadena (dsARN) mediado por TLR3 da como resultado la activación del factor regulador de interferón-3 (IRF-3 por Interferon Regulatory Factor 3) y NFkB dependiente de TRIF (TR domain adapter-inducing interferon β).
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			Figura 3.4. Vías de señalización activadas por la infección viral y que conducen a la inducción de los genes de interferón y otras citoquinas 
La señalización involucra la acción en cascada de receptores de membrana (TLR), adaptadores intracelulares (MyD88, TIRAP, IRAK4), quinasas (IKK), factores de transcripción (NFkB) y la regulación de genes que conduce a la expresión de citoquinas proinflamatorias e IFN-β. El TLR9 reconoce como motivo PAMP residuos no metilados de CpG en ADN viral y el TLR5 ARN de cadena doble. 
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			Figura 3.5. Internalización y localización en el endosoma de los TLR luego del reconocimiento del respectivo PAMP 
El ingreso del virus y la degradación viral a nivel del endosoma facilitan la unión de los TLR a sus ligandos. 





			Los componentes virales como el ARN de cadena doble (dcARN) pueden ser reconocidos por mecanismos independientes del receptor TLR3. El gen inducible por ácido retinoico (RIG-I) se ha identificado como una molécula responsable del reconocimiento viral y que media la activación de IRF-3.

			La activación de TLR promueve la síntesis de citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-α) y la expresión de moléculas coestimulatorias como la proteína B7 presente en la membrana de células presentadoras del antígeno, esenciales en la inducción de una respuesta inmune adaptativa. La unión de los PAMPs a los TLR presentes en neutrófilos y macrófagos conduce a efectos inespecíficos como la inflamación o la inducción de actividad microbicida. El compromiso de los TLR presentes en células presentadoras del antígeno, como las células dendríticas conlleva al inicio de una respuesta  inmune  adaptativa  con  inducción de IL-12 y otras moléculas coestimulatorias como el CD80 y CD86, involucradas todas ellas en la activación de linfocitos T. El TLR3 tiene como ligando natural el ARN de doble cadena (dcARN). Algunas partículas virales guardan su información con este tipo de material genético, por ende, pueden iniciar su presentación al sistema inmune mediante este mecanismo. Sin embargo, deben existir otros mecanismos alternos, por cuanto los animales que carecen de este receptor no muestran una susceptibilidad especial a las enfermedades virales.

			Otras moléculas del citosol que pueden participar en el reconocimiento de PAPM virales incluyen la proteína quinasa de ARN activado (PKK), las ARN helicasas (RIG-1) y su homólogo la proteína MDA5 (melanome differentiation-associated protein 5). Las características moleculares de estos PAPM aún no se han definido.




			Citoquinas o citocinas 

			

			

			Las citoquinas son moléculas solubles de bajo peso molecular (15-30 kda) relacionadas con las interacciones intercelulares. Se han descrito más de 80 citoquinas distintas y su función no es del todo conocida. Las citoquinas son las primeras sustancias en ser elaboradas en respuesta a la detección de un ácido nucleico extraño o cuando el sitio de reconocimiento del TLR se encuentra ocupado. Las citoquinas son sustancias muy potentes que actúan en concentraciones de nanogramos por mililitro (ng/ ml). Las citoquinas sintetizadas en fase temprana de la infección viral son responsables de los síntomas generales (fiebre, cefalea, mialgia y anorexia) que se observan clínicamente. La liberación más prolongada también actúa sobre el sistema inmune produciendo efectos en células dendríticas, macrófagos y en células no infectadas, teniendo un efecto amplificador de la respuesta inmune.

			Las citoquinas asociadas con mecanismos de respuesta no específicos, incluyen: los interferones de tipo I (interferón alfa [IFN-α] e interferón beta [IFN-β]), el interferón de tipo II (interferón gama [IFN-γ]), las interleuquinas (IL) IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-18, IL-23, la proteína quimiotáctica de monocitos (MCP), las proteínas inflamatorias de macrófagos (MIP-1α y MIP-1b) el factor de transformación del crecimiento de tejidos (TGFα) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα).

			En líneas generales se pueden clasificar las citoquinas en tres tipos funcionales: citoquinas proinflamatorias, citoquinas anti-inflamatorias y quimioquinas. Las citoquinas proinflamatorias (IFNs, TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12 e IL-17, CCL2, CCL3, y CXCL2) promueven la activación de los leucocitos. Las citoquinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, IL-13 IL-35 y TGFβ) actúan suprimiendo la acción inflamatoria de las citoquinas ya descritas. El balance de citoquinas proinflamatorias y anti-inflamatorias definirá el desenlace del proceso infeccioso. La IL-8 en fase temprana de la respuesta inmune actúa como una quimioquina que recluta células al sitio en donde ocurre la replicación viral.

			Las citoquinas tienen actividades múltiples entre las que se encuentran: quimiotaxis, inflamación, fiebre, activación de células NK, neutrófilos y macrófagos, inducción y secreción de IFN-γ, inmunosupresión y apoptosis. Las citoquinas son producidas en forma secuencial por células inmunes y no inmunes y pueden desencadenar la producción o activación de otras citoquinas. Las funciones de las citoquinas se pueden agrupar en acciones autocrinas (sobre la propia célula que la genera), acciones  paracrinas  (sobre  células  aledañas) y acciones endocrinas cuando se diseminan a distancia para producir su efecto. La tabla 3.2 resume las acciones de algunas citoquinas.

			El mecanismo de acción de las citoquinas más que un efecto aislado es el resultado de sinergismos y antagonismos ejercidos en forma conjunta por la interacción entre los diferentes productos. Las vías de señalización de las citoquinas convergen con la activación del factor de transcripción nuclear Nfkb. La cascada mejor conocida es la de las citoquinas proinflamatorias (TNFα, IL-1, IL-2, IL-18, IL-12 e IFNβ) desencadenada por el reconocimiento por parte de los toll-like receptors (TLR) de patrones moleculares asociados al virus (PAMP).





			Citoquinas e infección viral 

			



			Las citoquinas son proteínas que hacen parte de las proteínas de señalización y juegan un papel  en  la  intercomunicación  intercelular. Las citoquinas cumplen su acción mediante la transducción de señales intracelulares. Estas señales actúan una vez se han ligado las moléculas extrañas a la porción extracelular de los receptores (por lo general presentes en la membrana plasmática) permitiendo la regulación de funciones intracelulares.

			Durante el curso de la infección viral se produce una serie de citoquinas que actúan como mediadores y moduladores de la respuesta inmune. Algunas de las manifestaciones de enfermedad viral como fiebre, escalofríos, somnolencia, letargia y mialgias, son manifestaciones secundarias de la acción de citoquinas en células del sistema nervioso. Las denominadas proteínas de fase aguda son el resultado de la síntesis hepática de estas sustancias bajo el influjo de las citoquinas, estas proteínas son necesarias para reparar los tejidos y depurar la infección.

			Algunas citoquinas, como el factor de necrosis tumoral (TNF), la IL-1 y la IL-7, juegan un papel importante en la respuesta inflamatoria. En la activación de los macrófagos es importante el IFN-γ y el TNF producido por las células Th1. Por su parte, la IL-4, IL-10 e IL-13 juegan un papel opuesto, desactivando los macrófagos.

			Las vías de señalización de las interleuquinas se inician con la unión del ligando al receptor específico en las células inmunocompetentes, esta unión puede conllevar a procesos de fosforilación dado por la activación de las quinasas relacionadas con los receptores IL-12R e IL-4RA. Estas quinasas a su vez activan el sistema de las proteínas encargadas de las señales traductoras y activadoras de la transcripción (STAT); las proteínas STAT actúan sobre factores reguladores de la expresión de receptores de interleuquinas IFNγ o regiones constantes de inmunoglobulinas, teniendo los efectos diversos en la respuesta Th1 o Th2 como se presenta en la figura 3.6.

			Las citoquinas, interleuquinas y linfoquinas tienen una relación muy estrecha con la respuesta inmune celular, mediante estímulos que llevan a la activación, inhibición, diferenciación o producción de respuesta inflamatoria o general (tabla 3.2). Las citoquinas proinflamatorias como la IL-1β, TNF e IFN-γ pueden alterar las estructuras de uniones fuertes intercelulares, favoreciendo la diseminación de los virus.

			Algunos  virus  sintetizan  proteínas  que son homólogas de citoquinas humanas, por lo que se denominan viroquinas. Las viroquinas producen   inmunomodulación   y   subversión de la respuesta inmune. Adicionalmente otros virus codifican moléculas antagonistas de quimioquinas y receptores de quimioquinas, por lo que son denominadas viroceptores. Algunas de estas sustancias semejan IL-1, IL10, IL-17 o fractalquina (CXC3CL1).






			Tabla 3.2. Principales citoquinas involucradas en la respuesta inmune antiviral 

			
				
						Citoquina

						Origen celular

						Células blanco

						Acción

				

				
						IFN γ

						NK
Células T

						Linfocito
Monocito
Histiocitos

						Regulación inmune, diferenciación de LT CD4
Diferenciación de LB
Activa macrófagos

				

				
						IFN α

						Todas las células

						Neutrófilos

						Activa neutrófilos

				

				
						IFN β

						Todas las células

						 

						Modulación expresión de MHC I y II

				

				
						TNF α

						NK, monocitos, LT

						PMN, End, Hip.

						Activa neutrófilos, inflamación, fiebre

				

				
						MIP-1α

						Ma, LT y LB

						Células T

						Inflamación, fiebre

				

				
						MIP-1β

						Células T, Ma, LB

						

						

				

				
						Mif

						LT

						Macrófago

						Inhibe migración

				

				
						IL1 α/β

						Ma y Mo
Células somáticas
APC

						LT
LB
Neutrófilos
Hepatocito
Hip

						Coestimulador de APC
Proliferación LB
Activación macrófagos, inflamación
Proteínas fase aguda
Fiebre

				

				
						IL-1

						Ma, LT, LB, Epiteliales

						LT, LB, Hígado

						Coestimulador LT,
LB Fiebre
Caquexia
Estimula la producción de proteínas de fase aguda en el hígado

				

				
						IL-2

						LT
NK

						LT
LB

						Proliferación células T activadas
Activación células B

				

				
						IL-3

						LTh

						Células pre T

						Panespecífica células hematopoyéticas

				

				
						IL-4

						LTh-2, mastocitos

						Células B

						División y diferenciación
Producción de IgE

				

				
						IL-5

						LT

						Células B

						Diferenciación

				

				
						IL-6

						LT, fibroblastos, Ma

						Timocitos
Células B
Hepatocito

						Diferenciación y coestimulación LT
Estimula crecimiento de LB
Proteínas fase aguda

				

				
						IL-7

						Estroma de médula

						LB

						Diferenciación

				

				
						IL-10

						LT y LB

						LB

						Crecimiento y diferenciación LB
Inhibe la función de macrófagos

				

				
						IL-12

						Ma, Mo y células dendríticas


NK

						NK

Monocito

						Crecimiento  NK,  estimula  actividad  lítica,  diferenciación  de Th  a Th1, estimula la producción de IFN g
Diferenciación de CD8 a LTC

				

				
						IL-18

						Monocitos

						Células NK y T

						Estimula la producción de IFN γ

				

				
						IL-23

						Células dendríticas activadas

						LT y NK

						Estimula actividad citotóxica de LT y NK

				

			

			PMN: polimorfonucleares. End: células endoteliales. APC: célula presentadora de antígeno. EC: células endoteliales. Hip: hipotálamo. LB: linfocito B. LT: linfocito T. LB: linfocito B. LTh: linfocito T helper. Ma: macrófagos. Mo: monocitos. NK: células natural killer. 
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			Figura 3.6. Vía de señalización de las citoquinas 
Quinasas TYR2, Jak1, Jak2, Jak3. cFes protooncogen. STAT: señales traductoras y activadoras de la transcripción en sus formas inactiva o activadas (P). G6Nt: glucosamil N acetil transferasa. IL-18R1: receptor de IL-18. IL-2R: receptor de IL-12. IFN-γ: interferón gama. IRF1 e IRF4: factores reguladores de interferón. IGHG1, IGHG4, IGHE: genes que codifican para la región constante de las IgG1, IgG4 e IgE, respectivamente. 





			Interferón 

			

			

			En 1957 Alick Isaacs (1921-1967) y Jean Lindenmann (1914-2015) describen una propiedad de los sobrenadantes de cultivos de membranas corioalantoideas estimuladas con virus influenza inactivado. Un día después de la adsorción y remoción del exceso de virus, el medio de cultivo utilizado protegía de la infección viral a cultivos de células no infectados previamente; esta acción de “interferencia” con la replicación fue atribuida a una sustancia que denominaron interferón. En términos generales, toda célula infectada por virus es capaz de generar la síntesis de interferón. La síntesis de interferón es rápida pero transitoria, se inicia a las pocas horas de infección pero desaparece a las diez horas. Los interferones (IFN) son citoquinas que muestran una gran actividad inhibitoria de la replicación viral. Estas proteínas no se producen de una forma constitutiva y sólo estímulos externos, como las infecciones virales y los ARN de doble cadena (ausentes en las células no infectadas y producidos durante el curso de la infección viral), son capaces de inducir su producción. Originalmente el interferón fue clasificado según su origen en interferón de tipo leucocitario, fibroblastoide y linfoide. El interferón α es producido por leucocitos y el interferón β es producido por fibroblastos y células epiteliales; los IFNS son inducidos por la infección viral y el ARN de doble cadena, el IFN produce mecanismos de señalización que llevan a la producción de moléculas efectoras (figura 3.7).

			El interferón de tipo I incluye 17 subtipos e involucra a los IFN-α con 13 subtipos en humanos y a los IFN-β, IFN-τ, IFN-ω con un subtipo cada uno (no todos ellos presentes en humanos). Los genes que codifican para estos interferones están situados en el brazo corto del cromosoma 9. El interferón de tipo II posee un solo subtipo IFN-γ y es una glicoproteína de 146 aminoácidos (a.a.) codificada en el cromosoma 12. El IFN III o IFN-λ descubierto recientemente corresponde a la IL-28 e IL-29 y tiene vías de señalización similares al IFN I. La producción de IFN-α o IFN-β se lleva a cabo en la mayor parte de las células y también por los linfocitos de tipo nulo (células que poseen proteínas de tipo MHC II, pero carecen de otros marcadores de membrana conocidos). Este interferón elaborado por las células nulas permitirá que se realicen efectos específicos sobre células no infectadas para que estas se conviertan en células resistentes a la infección viral. Se plantea la pregunta del porqué este número amplio de genes de interferón si bien sus actividades pueden encontrarse superpuestas, ya que los IFN tipo I utilizan un mismo receptor y comparten vías de señalización. El tipo de IFN generado puede estar relacionado con múltiples factores como son el tipo de virus, el tipo celular que es estimulado y el equilibrio de los factores de transcripción (IRF) presentes en la célula. Poca diferencia de actividad biológica ha sido identificada con los diversos tipos de IFN I, en el modelo murino todos los IFN I tienen actividad antiviral y antiproliferativa, aunque algunos subtipos son más eficaces en inducir la expresión de algunos genes. Las diferencias de glicosilación entre las diversas formas de interferón tienen efecto sobre la tasa de depuración, estabilidad, solubilidad y unión al receptor.

			Sólo los linfocitos T y NK son capaces de producir IFN-γ y este es inducible por la unión del receptor de célula T (TCR) al antígeno presentado en el contexto MHC II o por acción directa de la IL-2 en células T o NK. Otros mediadores de la síntesis de IFN-γ son la IL-1, IL-12, estrógenos o el mismo IFN-γ. Entre los factores que disminuyen la síntesis de IFN se tienen los glucocorticoides, el factor de transformación  celular  beta  (TGF-β)  y  la  IL-10. Las citoquinas y factores de crecimiento capaces de inducir la síntesis de interferón, son: el factor estimulador de colonias (CSF-1), las interleuquinas 1 y 2 (IL-1, IL-2) y el TNF. El interferón sintetizado tiene una actividad local o es transportado por la circulación a sitios distantes (figura 3.7).
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			Figura 3.7.  Inducción de transcripción de genes de IFN y sus efectos sobre células no infectadas y respondedoras al IFN 
A: en la célula infectada se establecen los estímulos intracelulares (ARNdc) o B: extracelulares (TLR3-ARNdc o TLR9-ARNcs) necesarios para desencadenar las vías de señalización TRIF-IRAK1 o RIG-1/MAD-5 o IKK que conducen a la síntesis de IFN-β y citoquinas proinflamatorias. El IFN-β liberado actúa sobre una célula respondedora mediante la activación del sistema de señalización iniciado por unión al receptor IFN1R e inicia la cascada de señales JAK/STAT. Las señales producidas conllevan a la activación de genes estimulados por el interferón (ISGE) que generan la producción de proteínas como Mx (proteína relacionada con GTPasas), OAS (oligoadenilatosintetasa) y PKR (proteína quinasa R). Mediante la intervención de factores reguladores de IFN (IRF) se produce la expresión de genes de respuesta al IFN (ISRE) y la síntesis de múltiples proteínas efectoras. 





			Entre las propiedades biológicas del interferón, se tienen las siguientes:



			
				
						1.

						Inhibición de la replicación viral.

				

				
						2.

						Inhibición del crecimiento celular.

				

				
						3.

						Acción inmunomoduladora celular (maduración de células dendríticas, activación de células de línea monocítica-macrofágica, células NK y modulación de la actividad de linfocitos T citotóxicos).

				

				
						4.

						Inducción de proteínas de membrana de tipo MHC I, MHC II, receptores FC y proteínas del proteasoma, lo cual mejora la presentación antigénica.

				

				
						5.

						Inducción de mecanismos de apoptosis.

				

				
						6.

						Inhibición de patógenos intracelulares no virales.

				

				
						7.

						Acción pirogénica.

				

				
						8.

						Actividad antitumoral.

				

			


			






			El interferón γ es producido por distintas células del sistema inmune como las células T o las células NK. Este tipo de interferón es inducido por el estímulo de IL-2, mitógenos y antígenos y, a su vez, actúa como inmunomodulador sobre otras células (figura 3.8).




			Efectores de respuesta al interferón 

			

			

			El interferón secretado por las células productoras actúa sobre receptores específicos presentes en la superficie de membrana de las células vecinas. Los receptores específicos del IFN de tipo I son heterodímeros (IFNAR1 e IFNAR2), mientras que el IFNγ o tipo II utiliza otro receptor también heterodimérico (IFNGR1 o IIFN-γRα e IFNGR2 o IFN-γRβ). El receptor del interferón de tipo I en los humanos ha sido designado como Hu IFN-βR y es una proteína dimérica con dos subunidades de 51 kda.
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			Figura 3.8. Efecto inmunomodulador del IFN-γ y su papel primordial en la respuesta inmune celular 
Las líneas rojas indican las células que secretan interferón y las líneas negras las células que son estimuladas por acción del IFN-γ. Así, el IFN-γ actúa sobre las células, modulando la expresión de proteínas del MHC de clases I y II, activando linfocitos T y macrófagos, diferenciando los linfocitos B o aumentando la actividad citocida de las células NK. 
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			Figura 3.9. Mecanismos de transducción de señales inducidos por el IFN 
Nótese que los dos tipos de IFN-α y β e IFN-γ utilizan receptores distintos, pero el mismo sistema Janus quinasa y los sistemas de transducción y transactivación de señales (STAT). ISGE: genes estimulados por el interferón. IRF9: Interferon
Regulatory Factor 9. ISRE: Interferon Stimulated Response Element. ISGF3: Interferon Stimulated Gene Factor 3. 






			Se sabe que la acción de los interferones ocurre en la transcripción y tiene lugar sólo después de la unión de los IFNs a receptores específicos (figura 3.9). Todos los genes inducibles por los interferones α y β poseen una secuencia de nucleótidos que se denominan ISRE (ISRE: Interferon Stimulated Response Element o regiones de respuesta al IFN) en su porción 5’. Este elemento, caracterizado como la presencia de una secuencia consenso AGTTTCNNTTTCNC/T, es necesario y suficiente para conferir respuesta al IFN I. Las proteínas que se fijan a las secuencias ISRE se denominan factores de estímulo a los genes de interferón ISGFs (por Interferon Stimulated Gene Factor) 1, 2 y 3. La regulación transcripcional del IFN-α o IFN-β es muy compleja e involucra factores reguladores positivos y negativos. Estos factores se unen en la ubicación cis a elementos presentes en las regiones que flanquean la zona 5’ de numerosos genes. La zona de regulación del IFN-β se forma de una serie de 200 pares de bases (pb) localizadas en contracorriente con el sitio de inicio de la transcripción. La región reguladora posee cuatro dominios reguladores positivos, denominados PRD del I al IV y un regulador negativo. Sobre estas áreas pueden unirse factores reguladores denominados IRF1 e IRF2 (por Interferon Regulator Factor 1 y 2). El primero tiene acción inductora y el segundo actúa como represor. Otra proteína que actúa como factor regulador es una proteína inducible por el IFN-γ, denominada proteína de unión a secuencias consenso de interferón, cuya sigla en inglés es ICSBP (Interferon Concensus Binding Protein). Otro factor represor de IFN-α o IFN-β, diferente a la IRF2, es una proteína que posee cinco motivos de tipo “dedo de zinc” y que se denomina bajo la sigla PRDIBFI. La síntesis de factores reguladores de interferón es inducida por citoquinas como IFN-β, IFN-γ, TNF, IL-1, IL-6 y la prolactina. En el núcleo se observa que los factores que regulan la transcripción, como el NFkB, se unen a sitios reguladores positivos de tipo PRD II. La unión de este factor se realiza por disociación de inhibidor NFkB por fosforilación llevada a cabo por una proteinquinasa dependiente de ARN (PKR).

			Para el caso del IFN-γ el elemento genómico activador se denomina secuencia gama activadora GAS (por Gamma Activated Sequence) y su secuencia de nucleótidos es TTNNNNNAA, al cual se puede unir un factor denominado GAF, el cual es un homodímero con residuos de tirosina fosforilada (STAT1α). El entrecruzamiento parcial de las vías de los interferones sugiere que estas citoquinas llevan a cabo un diálogo directo, permitiendo sinergismos o antagonismos. Se desconoce el número exacto de proteínas que son inducidas por el IFN, pero se estima entre 50 y 200. Algunas participan de mecanismos anti-virales, pero otras se observan asociadas al metabolismo de células no infectadas. La lista de genes inducidos incluye proteínas que se unen a guanilato (GBP), enzimas, proteínas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC I y II) y varios factores de transcripción.

			La acción del interferón es muy eficaz para limitar de una manera robusta la propagación de los agentes virales, sin embargo, no todos los virus son igualmente susceptibles a la acción del IFN. Se ha observado que algunos virus contrarrestan este mecanismo de interferencia mediante mecanismos que inhiben el efecto del IFN en diferentes niveles: a nivel de la producción de IFN, a nivel del receptor IFN, de las vías de señalización o de la inducción de proteínas. Como ejemplo está la proteína NS1 de virus influenza que tiene una clara acción anti-interferón.

			Uno de los mecanismos de acción antiviral del interferón se asocia con la inducción de la transcripción de una 2’5’ oligoadenilatosintetasa (2-5 OAS/ARNasaL). Esta enzima produce al menos cuatro tipos diferentes de 2’5’ oligoadenilatos que van a activar una ARNasaL, la cual puede degradar los ARN virales, ribosomales o mensajeros. El efecto final de este mecanismo es reducir la síntesis de proteínas virales y celulares, por lo tanto, la célula infectada no produce viriones y disminuye la tasa de crecimiento celular.

			El segundo mecanismo de acción del interferón ocurre mediante la activación de un protein-quinasa R (PKR) de 68 kda. Esta enzima fosforila el factor de iniciación ribosomal de la síntesis proteica, eIF2α, lo que lo lleva de su forma activa a su forma inactiva (fosforilada); el mecanismo produce la inhibición de la síntesis proteica por una vía alterna a la ya mencionada. Los interferones β y γ inducen la expresión de proteínas del MHC, aumentando la presentación antigénica y mejorando con ello las respuestas inmunes de tipo 1 y 2.




			Anticuerpos naturales 

			

			

			Las membranas de ciertos primates inferiores y de ciertas bacterias poseen residuos de α galactosa, generada por la acción de la α galactosidasa. Esta enzima no está presente en los primates superiores incluido el humano. En el tracto gastrointestinal se encuentran antígenos virales contra la α galactosa de las bacterias. Las proteinas de ciertos virus pueden tener residuos de α galactosa unidos a sus proteínas y los anticuerpos producidos contra los antígenos bacterianos pueden reaccionar junto con el complemento para inactivar partículas virales. Los anticuerpos naturales son prioritariamente de tipo IgM aunque también se han descrito de isotipos IgA e IgG. Están presentes en el suero y reaccionan contra agentes bacterianos a los cuales no se ha expuesto o inmunizado previamente el hospedero. Estos anticuerpos fueron descritos desde las primeras experiencias de Landsteiner con aglutininas anti-A anti-B en sueros de personas que no habían sido transfundidas. Los anticuerpos naturales son sintetizados por linfocitos B1 CD5+ y linfocitos B2 CD5que se encuentran en el peritoneo. Estos anticuerpos tienen usualmente una auto-reactividad poliespecífica de baja afinidad. Los anticuerpos naturales son producidos por linfocitos B que carecen de reordenamientos de la línea germinal o mutaciones somáticas en la regiones genómicas que codifican para las inmunoglobulinas. Estos anticuerpos pueden reaccionar con proteínas, pero muchos pueden reconocer estructuras de tipo carbohidrato o lípido. En el caso de los virus cubiertos, estos adquieren elementos de tipo lipídico y carbohidrato al gemar de la membrana plasmática de la célula hospedera. Los anticuerpos generados contra tipos celulares o carbohidratos presentes en líneas celulares específicas pueden inactivar los virus propagados en estas líneas celulares. Un ejemplo de estos anticuerpos naturales son los que tienen como especificidad el disacárido [Gal (a1-3) Gal] presente en altos niveles en los sueros humanos y de primates del viejo mundo. Los complejos anticuerpos naturales-antígeno son capturados por tejidos linfoides o por el bazo, atrapando el antígeno en la zona marginal, en un proceso que impide el acceso del agente por vía hemática a otros órganos blanco. Los anticuerpos naturales activan la cascada del complemento, la acción de estos anticuerpos puede verse incrementada por cuanto algunos virus pueden fijar factores del complemento como el C1q y los factores C3 y C4 recubren partículas virales.

			Los anticuerpos generados en el curso de una primoinfección pueden no ser completamente  neutralizantes  cuando  reaccionan  con un virus emparentado con el que los ha generado, comportándose como anticuerpos naturales contra este segundo virus. En algunos grupos virales (enterovirus, togavirus, paramixovirus, ortomixovirus) ocurren reacciones cruzadas entre los serotipos, y la respuesta de anticuerpos específica es desviada como consecuencia del estado serológico previo, fenómeno que se conoce como el pecado original antigénico. En este caso, las reacciones cruzadas por anticuerpos de memoria pueden influir el curso que presenten los virus que infectan al huésped.





			Complemento 

			

			

			El complemento está constituido por más de 30 proteínas solubles y de membrana, capaces de interactuar entre sí y con otras proteínas de membrana. El complemento es una de las proteínas más importantes del plasma, constituyendo cerca del 15% de las globulinas séricas.

			La activación de la cascada del complemento es el origen de una serie de actividades biológicas esenciales que incluyen: reacciones inflamatorias, fagocitosis de agentes infecciosos, neutralización, eliminación de complejos antígeno-anticuerpo, presentación de antígenos y regulación de la respuesta inmune específica. La  mayoría  de  actividades  del  complemento implican la interacción entre proteínas del complemento entre sí y con receptores celulares específicos. El complemento tiene, a su vez, una actividad antiviral natural bien definida que es activada rápidamente y una acción localizada y sistemas de control y activación muy eficaces.

			Debido a su potencial efecto deletéreo, el sistema del complemento es regulado por un conjunto de proteínas séricas y receptores de membrana. Existen en humanos al menos tres receptores de membrana reguladores de la acción del complemento o mCRP (mCRP por Membrane Complement Regulatory Protein) que son las proteínas de membrana CD46 o MCP (MCP por Membrane Cofactor Protein), DAF o CD55 (DAF por Decay-Accelerating Factor), y la proteína CD59. La acción básica de las proteínas reguladoras es proteger contra el depósito del complemento sobre las propias membranas del hospedero.

			El complemento tiene cuatro funciones biológicas: la citólisis producida por el complejo de ataque a las membranas (C5b-C6-C7C8-C9); la activación del proceso inflamatorio llevada a cabo por los componentes C3a, C4a y C5a; la opsonización de viriones recubiertos por el factor C3b, la solubilización de complejos inmunes y su eliminación del sistema circulatorio. Los mecanismos por los cuales puede actuar el complemento, incluyen:



			
				
						1.

						Recubrimiento de la partícula viral con proteína del complemento.

				

				
						2.

						Aglutinación  de  partículas  virales  con pérdida de infectividad.

				

				
						3.

						Opsonización de virus con degradación por parte de los fagocitos que expresan el receptor C3.

				

				
						4.

						Lisis de las partículas virales o de las células infectadas.

				

			


			



				



			La vía alterna del complemento juega un papel en la respuesta inmune innata contra virus cubiertos (figura 3.10). La vía clásica del complemento hace parte de la respuesta inmune específica o adaptativa y se inicia cuando se forman complejos antígeno-anticuerpo; cuando esto ocurre, el complemento se constituye en el efector más importante de la respuesta humoral. No todos los tipos de anticuerpos son capaces de fijar el complemento. De los subtipos de inmuno-globulinas, el isotipo IgG2a es el que estimula mejor la activación de la cascada del complemento; esta inmunoglobulina predomina en caso de respuesta Th1. En caso de predominio de respuesta Th2, se observa una mayor cantidad de inmunoglobulinas de los isotipos IgG4 e IgE que no fijan el complemento ni se unen a macrófagos por su extremo FC (figura 3.11). Otra de las acciones del complemento es la lisis celular con mediación de anticuerpos ADCC (Antibody Dependent Cell Cytotoxicity).

			Algunos virus se unen a receptores celulares que actúan como proteínas que controlan la vía del complemento, como el CD46 (virus del sarampión), CD55 (Coxsackievirus y echovirus); otros virus poseen glicoproteínas en su superficie  que  pueden  fijar  el  complemento. Un ejemplo de este tipo de glicoproteínas es la gp350 del virus de Epstein Barr (EBV), que media la unión del virión a los receptores celulares del complemento (CR2). Las células infectadas por el EBV expresan la gp350 en la superficie y mediante activación de la vía alterna del complemento, puede mediar la destrucción de células infectadas en ausencia de anticuerpos específicos. En algunos agentes virales como los retrovirus, la fijación del complemento constituye un mecanismo por el cual los viriones pueden ser capturados por células que expresan receptores CR1 o CR3, aumentando el número de células con infección productiva. Algunas células humanas infectadas con virus (sarampión, EBV, herpes simple y virus respiratorio sincitial) pueden fijar el complemento por la vía alterna; sin embargo, in vitro, la lisis de las células infectadas decae después de un lapso y la lisis celular sólo puede ocurrir si se adicionan anticuerpos específicos (tabla 3.3).
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			Figura 3.10. Vía alterna de activación del complemento 
La activación de la vía alterna ocurre en ausencia de complejos antígeno-anticuerpo. A partir de la formación de la C3 convertasa es similar a la vía clásica, pero ocurre en ausencia de los factores C1, C2 y C4. 




			La  glicoproteína  C  de  los  virus  herpes alfa, altera la acción del complemento al ligarse al factor C3b y varios poxvirus se unen a los factores C3 y C4. Algunos virus tienen una sensibilidad intrínseca por el complemento y pueden activarlo por las vías clásica o alterna. Los virus producen proteínas homólogas de las proteínas regulatorias del complemento que al ser secretadas bloquean las vías de activación del complemento. El citomegalovirus humano (HCMV) y el HIV incorporan en su membrana proteínas como la CD59 que normalmente protegen las células de la acción lítica del complemento. La vaccínea codifica para un factor soluble VCP (Vaccinia virus Complement control Protein) que regula en forma negativa las vías clásicas y alternas del complemento, se asocia a las fracciones C3b y C4b y aumenta la actividad del factor I una proteína celular que inactiva C3b y C4b, limitando la actividad de C3 convertasa. En otros poxvirus se ha descrito una proteína SPICE (Small Pox Inhibitor of Complement Enzyme) con acciones similares.
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			Figura 3.11. Vía clásica de activación del complemento 
La vía clásica se inicia con la unión del complejo C1qrs, los anticuerpos y el antígeno. El C1s cliva C4 y luego C2 dando lugar a la formación del complejo C4b2a que se comporta como convertasa de C3. La convertasa cliva C3 en C3a y C3b la última se une al sitio de activación del complemento. C3b se une a C4b para dar lugar a la convertasa de C5 la cual cliva C5 en C5a y C5b liberando las anafilotoxinas C4a, C3a y C5a. La proteína C5b inicia el complejo de activación de la membrana. 






			Tabla 3.3. Fijación de algunos factores del complemento por proteínas virales 

			
				
						
						Virus

					
						
						Antirreceptor viral

					
						
						Acción C’

					
						
						Receptor celular

					
						
						Célula blanco

					
				

				
						
						EBV

					
						
						gp350/220

					
						 
						
						CR2

					
						
						LB

					
				

				
						
						Sarampión

					
						
						Hemaglutinina

					
						 
						
						CD46

					
						
						Ls, Ma, DC, Neur

					
				

				
						
						HIV

					
						
						gp120

					
						
						Depósito de C3

					
						
						CD4

					
						
						LT CD4

					
				

				
						
						Coxsackievirus

					
						
						Cápside

					
						
						Depósito de C3

					
						
						CD55 (DAF)

					
						
						EC, múltiples

					
				

				
						
						WNV

					
						
						gpE

					
						
						Depósito de C3

					
						 
						
						Ma, Neur

					
				

			

			EBV: virus de Epstein Barr. HIV: virus de inmunodeficiencia humana. WNV virus del Nilo Occidental. LB: linfocito B. Ls: linfocitos. Ma: macrófago. Neur: células neurales. DC: células dendríticas. EC: endotelio capilar. 





			Las colectinas son proteínas séricas que forman  parte  del  grupo  de  lectinas  solubles colágenas de tipo C y análogas al factor C1q del complemento. Las colectinas, al igual que la proteína fijadora de manosa (MBP), la conglutinina, CL43, y las proteínas del surfactante (SP-A y SP-D), se unen a estructuras de tipo carbohidrato presentes en la superficie de células, bacterias y virus. Actúan como factores opsonizantes o eventualmente sustituyen al factor C1q en la activación de la cascada del complemento por la vía clásica. Las colectinas se unen a glicoproteínas virales en caso de infección por HIV-1, virus herpes simple (HSV), virus influenza y virus de la estomatitis vesicular (VSV). Se postula que las lectinas y colectinas impedirían la movilidad de las glicoproteínas virales necesaria para la unión con el receptor. Su papel in vivo no ha sido bien establecido.




			Factor de necrosis tumoral 

			

			

			El factor de necrosis tumoral TNF (por Tumor Necrosis Factor) se ha descrito como un par de proteínas denominadas alfa y beta (TNFα y TNFβ). Estas citoquinas son importantes en la respuesta inmune innata y tienen una actividad promotora de procesos inflamatorios, favorece la adhesión de polimorfonucleares al endotelio vascular, aumenta la permeabilidad vascular, además de ser inmunomoduladora. El TNFα es producido por macrófagos, células NK y otros tipos celulares, mientras que el TNFβ es producido por células T. El promotor de los TNF posee, al igual que el de IFNβ, repuesta a los ARN de doble cadena y sitios de respuesta a los NFkB. Los ARN de doble cadena activan una protein-quinasa ARN dependiente (PKR) que, a su vez, fosforila la proteína inhibidora del NFkB denominada IkB, la cual, normalmente, secuestra e inactiva el NFkB; la fosforilación del IkB libera el NFkB, el cual es libre de interactuar con el promotor del TNF. El TNF producido tiene, a su vez, un efecto amplificador sobre este sistema. El TNF tiene dos tipos diferentes de receptores (TNFR) en las membranas celulares, uno denominado p55-60 y otro, p75-80, según su peso molecular. Estos receptores tienen diferentes ligandos a nivel intracelular y, por lo tanto, tienen variados efectos sobre diferentes células. El TNFR tiene similitud con el ligando FAS, el cual se asocia con apoptosis. Otras acciones del TNF, son: activa los monocitos, estimula la migración de células dendríticas, actúa como factor de crecimiento celular, como agente de diferenciación celular y como inductor de muerte celular. Cada uno de estos efectos es dependiente del tipo celular sobre el que actúa el TNF. Los efectos sobre la transcripción están dados por control genético de proteínas, como son NFkB, Fos, Jun, que controlan este proceso.





			Células asociadas a la respuesta inmune innata 

			

			

			Desde el punto de vista celular, existen básicamente cuatro tipos que intervienen en la respuesta no específica: células dendríticas, las células naturales asesinas (NK), los macrófagos, los polimorfonucleares neutrófilos. Otros tipos celulares que pueden estar involucrados son los linfocitos T citotóxicos, sin restricción al MHC, las células T de memoria con reacción cruzada y las células Tγδ. Se examinan a continuación cada una de ellas.





			Células dendríticas (DC) 

			

			

			La mayoría de infecciones virales se inician por superficies mucosas (oral, respiratoria, vagina, recto, cerviz) y por la piel. Estos tejidos cuentan con una amplia red de células dendríticas inmaduras (iDC por immature dendritic cells). Las células dendríticas poseen TLR que reconocen los PAMP, de esta manera prueba los antígenos presentes en el medio por mecanismos de fagocitosis, macropinocitosis y pinocitosis mediada por receptores. Se describen subpoblaciones de DC que se diferencian por su función y los marcadores de membrana que poseen (figura 3.12).

			Las DC son muy importantes en las etapas de procesamiento antigénico que permite la presentación a los linfocitos T. El estímulo antigénico desencadena señales de peligro que se caracterizan por la activación de una cascada de señalización y la activación de factores de transcripción (NF-kB, AP-1 y p38) o la inducción de factores de transcripción del IFN (IRF3) que conlleva a inducción de un programa de maduración, el aumento de expresión de proteínas reguladoras y moléculas coestimulatorias y la secreción de citoquinas (TNF-, IL-6, IL-12 e IFNα).

			Las células dendríticas constituyen una población heterogénea que difiere en su linaje, fenotipo, factores de crecimiento y funciones (tabla 3.4 y figura 3.11). Muchas de las moléculas utilizadas como receptores por los agentes virales son expresadas por las células dendríticas. Ejemplos de estas son las proteínas CD4, CCR5, CXCR4, CD46, CD150. En general se identifican las DC de la línea mieloide (mDC) y plasmocitoide (pDC).

			En las diferentes DC los virus pueden tener comportamiento variable, se puede detectar una replicación activa del virus al interior de la célula dendrítica (HIV y MV) o puede producirse apoptosis (HSV, vaccinia, influenza, RSV). En cada linaje de DC el comportamiento del virus puede ser diferente, los virus HSV, HIV e influenza en pDC presentan replicación y en mDC conllevan a apoptosis. Las DC son importantes en el proceso de inicio de una respuesta inmune adaptativa, que incluye la estimulación y activación de diferentes células efectoras como linfocitos B, linfocitos T nativos, linfocitos T CD4+, y linfocitos T CD8+ capaces de dar una respuesta inmune específica. Las células dendríticas interaccionan con otros componentes celulares de la respuesta inmune, estableciendo un puente entre la respuesta inmune innata y adquirida (figura 3.13).

			Las DC son muy móviles lo que permite su presentación en los múltiples sitios en donde puede iniciarse un proceso infeccioso, para cumplir esta función se requiere su migración y tráfico a través de vasos linfáticos. En estos pasos de tráfico hacia el sistema linfático juega un papel importante las moléculas de adhesión como las ICAM-1 y Jam1. En contrapartida, la expresión de integrinas β que permiten la unión de las DC con la matriz extracelular, puede favorecer la retención de las DC en la periferia.






			Células naturales asesinas (NK) 

			



			Las células naturales asesinas (NK por Natural Killer) constituyen solo una pequeña fracción de linfocitos T de sangre periférica (un 0,2%). Las células NK son linfocitos T grandes que contienen gránulos provistos de proteasas de serina (granzimas) y proteínas formadoras de poros (perforinas), estas dos proteínas forman un complejo proteico junto con el proteoglicano condroitín sulfato (serglicina). Las células NK  son  un  grupo  heterogéneo  de  linfocitos que tienen restricción a la molécula CD1d, una molécula presentadora del antígeno que se une a lípidos y glicolípidos propios y extraños. Las células NK se interrelacionan con otras células de la respuesta inmune, dando un efecto de inmunomodulación (figura 3.14).
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			Figura 3.12. Marcadores de las subpoblaciones de células dendríticas 
 





			
			Tabla 3.4. Características generales de las células dendríticas humanas 

			
				
						
						Característica

					
						
						pDC

					
						
						mDC

					
						
						Célula Langerhans

					
				

				
						
						Localización

					
						
						Tejido linfoide (timo, médula ósea, amígdalas, bazo y nódulos linfoides)

					
						
						Tejidos periféricos (sitios de entrada de muchos patógenos virales)

					
						
						Epidermis intersticio de dermis, mucosas, prepucio

					
				

				
						
						Receptores TLR

					
						
						7, 9

					
						
						1, 2, 3, 4, 5, 6, 8

					
						
				

				
						
						Receptores CD

					
						
						11c-, 11b-, 123, 62L, 45RA, 36,

					
						
						11c+, 11b+, 13, 45RO, 33., GM-CSF

					
						
						CD1a

					
				

				
						
						Receptores lectina C

					
						
						BDCA2, BDCA4, Dectina

					
						
						DC-SIGN, CD-LAMP, Receptor de manosa, CD205, CD206, CD207,

					
						
				

				
						
						Receptor quimioquinas

					
						
						CCR2, CCR3, CCR5, CXCR3, CXCR4, CCR7

					
						
						CCR2, CCR3, CCR5, CXCR3, CXCR4, CCR7

					
						
				

				
						
						Citoquinas producidas

					
						
						IFN

					
						
						IL-12

					
						
				

				
						
						Interacción virus ADN

					
						
						AdV, HSV, VZV, CMV

					
						
						AdV, VZV, EBV, HSV, poxvirus

					
						
						HPV, CMV

					
				

				
						
						Interacción virus ARN

					
						
						DV, nfluenza, VIH

					
						
						DV, influenza, parainfluenza, MV, RSV,

						Ébola, HIV

					
						
						DV

					
				

				
						
						Respuesta antigénica

					
						
						Linfocitos T y B

					
						
						Linfocitos T y B

					
						
				

			

			AdV: adenovirus. VZV: virus de la varicela y zona. EBV: virus de Epstein Barr. DV: virus dengue. HPV: virus del papiloma humano. HSV: virus herpes simple. CMV: citomegalovirus. MV: virus del sarampión. 
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			Figura 3.13. Vías de inducción de la respuesta inmune adaptativa por parte de las células dendríticas (DC) 
Los diferentes eventos que siguen después de iniciado el proceso infeccioso está marcado por el conjunto de citoquinas liberadas en el entorno. iDC: célula dendrítica inmadura. mDC: célula dendrítica de la línea mieloide. pDC: célula dendrítica de la línea plasmocitaria. LTh1: linfocito T con función Th1. LTh2: linfocito T con función Th2. LTCD8+: linfocito citotóxico. IL: interleuquina. 





			
			Las células NK se definen por la presencia de la proteína NKK1.1 (CD16). Se clasifican en tres grupos denominados células NK tipo I o invariante, células NK tipo II y células NKT-like, dependiendo del repertorio de marcadores de membrana y funciones como el reconocimiento de galactosilceramida. Las células NK en general tienen como marcadores de membrana las proteínas de diferenciación NKG2D o CD49, receptores Ly49s (de tipo lectina inmunoglobulina), NKp30, 44 y 46, receptores LIR (por killer immunoglobuline-like), receptores LIR (por Leukocyte Immunoglobulin Receptors), y finalmente receptores CD2, CD11a (LFA-1), CD11b (Mac1), CD43, CD45, CD56 que se expresan en diferentes estadios de desarrollo de las células NK, bajo el influjo de diferentes citoquinas. Los receptores FCR y CD16 juegan un papel en la lisis celular con mediación  de  anticuerpos  (ADCC).  La granzima B activa las caspasas e inicia la apoptosis y la fragmentación del ADN de la célula huésped. La perforina es una proteína que se polimeriza sobre la membrana de la célula blanco, causando la formación de poros que conllevan a la lisis osmótica de la célula.

			Otra acción de las NK consiste en la liberación de citoquinas como el IFN-γ, TNFα, factor estimulador de colonias (CSF), IL-1 e IL-8. En términos generales, se sabe que las células NK lisan células que presentan en su superficie niveles bajos de expresión de proteínas del MHC de clase I. Al igual que los LTC, las células NK lisan células alogénicas más que las de tipo singénico.
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			Figura 3.14. Interacción entre las células NK, células dendríticas, mastocitos, eosinófilos y células infectadas por virus en la fase inicial de la infección 
Mast: mastocito. pDC: célula dendrítica plasmocitaria. Eos: eosinófilos. NK: célula NK. iDC: célula dendrítica inmadura.
Los receptores Ly49, KIR y NKG2D son importantes en el reconocimiento de la célula infectada por virus. 




			El reconocimiento de las células NK por parte de los receptores superficiales (NKR) se realiza en residuos de tipo carbohidrato, presentes en las proteínas del MHC de clase I. Esta especificidad por residuos carbohidratos es consistente con la observación de que los NKR son homólogos con las moléculas de lectina. No está totalmente establecido cómo controlan las células NK la infección viral; los posibles mecanismos involucrados, incluyen la lisis de las células infectadas por virus, la posible liberación de citoquinas (IFN-γ, TNF-α) que inhiben la replicación o lisan las células infectadas o la activación de otros leucocitos por medio de citoquinas liberadas. Las células NK y las DC se activan mutuamente durante el curso de la infección, para lo cual se necesita la liberación de factores solubles que se constituyen en moléculas coestimulatorias y la interacción de receptores que no se encuentran muy bien determinados, como lo muestra la figura 3.15.

			La actividad citolítica y la producción de IFN-γ por parte de las células NK ha demostrado ser importante en el curso de varias infecciones virales entre las que se incluyen infecciones por virus de la familia Herpesviridae (HSV, VZV, CMV, VEB) virus influenza, hepatitis C y VIH. Recientemente se ha determinado el papel de receptores NKG2D y Ly49s en el reconocimiento de citomegalovirus. EL CMV ha generado mecanismos de escape a la acción de las células NK, la proteína viral pUL16 es capaz de disminuir la expresión de tres de los seis ligandos de la proteína NKG2D (ULBP1, ULBP2 y mICB). La hemaglutinina de virus influenza y la hemaglutinina neuraminidasa de virus parainfluenza se unen a la proteína NKp46 de las células NK, lo que permitiría la destrucción de células infectadas por estos virus, que expresan estas proteínas en su superficie. Se ha observado que la proteína E2 de HCV interacciona con la proteína CD81, lo cual puede modular la respuesta inmune innata y específica, mediante la transducción de señales regulatorias. Por otra parte, p12 del HTLVI disminuye la expresión de adhesinas ICAM-1 y 2 lo que disminuye la adherencia de las células NK a los linfocitos CD4 infectados, impidiendo su destrucción. Algunas proteínas virales pueden incrementar la respuesta NK, ya sea por aumento de la adsorción (virus Sendai) o de su actividad lítica (parotiditis, sarampión, influenza). En humanos con defectos en la actividad de células NK se ha observado una mayor susceptibilidad a infecciones con citomegalovirus y virus herpes simple (CMV y HSV).




			Macrófagos y monocitos 

			

			

			Los macrófagos permiten una eliminación de viriones libres por fagocitosis y degradación intracelular. Estas células se hallan situadas estratégicamente en los sitios de entrada como los alvéolos pulmonares, las placas de Peyer y los sinusoides hepáticos. Desde el punto de vista histopatológico, los macrófagos son células que se reclutan en una fase temprana (primeras 24 horas) del proceso inflamatorio. Los virus de mayor tamaño, como la vaccínea, serán aquellos más fácilmente capturados. Agentes virales como el virus dengue y VIH necesitan de la presencia de anticuerpos y/o complemento para ingresar al macrófago, la opsonización de la partícula viral no necesariamente garantiza la destrucción del virión; los virus capturados por los receptores FC o del complemento aumentan la infectividad por un mecanismo inmunopatogénico, conocido como el caballo de Troya. En el caso del VIH, el macrófago puede jugar un doble papel de permitir la infección por el virus y activar células T vecinas favoreciendo su infección. Las células de tipo macrófago y monocito sirven también como caballo de Troya que transporte el virus hacia el sistema nervioso. Como los macrófagos expresan TLR4, pueden ser activados por LPS de organismos Gram negativos para iniciar el proceso de secreción de citoquinas proinflamatorias.
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			Figura 3.15. Coestimulación de células NK y DC por efecto de las citoquinas liberadas de cada célula y efectos estimuladores 
TNF: factor de necrosis tumoral. IL: interleuquina. IFN: interferón. 





			
			Los mecanismos por los cuales los macrófagos pueden controlar la infección se dividen en dos tipos: 1. Mecanismos intrínsecos que permiten la destrucción intracelular de los viriones; y 2. Mecanismos de resistencia extrínsecos que ocurren por secreción de sustancias antivirales como los IFNα, IFNβ y TNFα. Los macrófagos son en realidad una población celular heterogénea que puede diferir en sus mecanismos intrínsecos y extrínsecos, dependiendo de la edad, tejido de origen, estado de activación  y  diferenciación.  Se  define estado de activación como los cambios morfológicos, bioquímicos y funcionales que son ocasionados por acción de citoquinas como IFN-γ y TNFα y se caracteriza por ser reversible. Por su parte, la diferenciación se refiere a un estado de desarrollo irreversible.

			Algunos agentes virales como el virus dengue (DV) y el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), pueden sobrevivir al interior de los macrófagos y monocitos sin perder su capacidad infectante. Adicionalmente, los macrófagos han sido implicados como uno de los sitios en donde el citomegalovirus puede permanecer en estado de latencia.






			Polimorfonucleares 

			

			

			Los polimorfonucleares (PMN) se encuentran junto con los macrófagos en las primeras 24 horas en de los tejidos afectados. Los PMN liberan defensinas que son péptidos antimicrobianos y citotóxicos formados por residuos de 29 a 35 aminoácidos. Por la presencia de receptores para el FC y el complemento (FCR y CR respectivamente), los PMN fagocitan partículas virales que hayan sido opsonizadas por anticuerpos y/o complemento, esta actividad es potenciada por la presencia de TNF.





			Células Tγδ 

			



			Las células Tγδ son las primeras células en migrar del timo y se ubican en epitelios y tejido mucoso de piel, tracto gastrointestinal, tracto respiratorio y reproductivo. Estas células son formas primitivas de LT que expresan en forma más restrictiva los receptores celulares. Se ha observado que estos tipos celulares lisan selectivamente células infectadas por citomegalovirus; así mismo, que estas células secretan citoquinas antivirales como el IFN-γ. La depleción de células Tγδ en el tracto genital aumenta la susceptibilidad para infecciones por virus herpes simples tipo II.

			Las células linfocíticas T sin restricción al MHC son células que expresan receptores de membrana de tipo TCR, CD3, CD8 y CD56. Al parecer estas células forman parte de células de memoria que han sido activadas bajo la influencia de la IL-2. Estas células se han identificado como las responsables de la lisis de células infectadas por virus Sendai y dengue.

			Es muy complejo establecer la existencia de reacciones cruzadas en los LT de memoria. Estas células estimuladas en el curso de infecciones previas, expresan altos niveles de moléculas de adhesión y receptor para la IL-2 (IL-2R) y, por lo tanto, son muy fáciles de estimular por péptidos de baja afinidad. En el curso de infecciones por el virus influenza, se puede observar que hasta el 30% de las células mediastinales expresan mARN para el IFN-γ, un número muy grande para responder exclusivamente como LTC específicos de virus. Estos linfocitos pueden activarse fácilmente en el curso de otra infección viral concomitante. En ratones infectados con virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCMV), se ha visto protección contra virus Pichinde y vaccínea que es conferida por células T específicas de LCMV.





			Respuesta inmune adaptativa 

			



			Muchas de las infecciones que afectan al género humano se caracterizan por no repetir y esto se debe a la presencia de una respuesta inmune efectiva y duradera en el hospedero. Este principio es utilizado en los programas de inmunización para estimular una respuesta inmune que proteja al hospedero ante una eventual exposición al agente infeccioso.

			La  memoria  inmunológica  se  establece por una buena presentación del antígeno en los contextos de las proteínas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I y II. Los genes que codifican para los antígenos del MHC se sitúan en el brazo corto del cromosoma 6 y se organizan como lo muestra la figura 3.16.

			Puesto que los virus son parásitos intracelulares  obligados,  el  sistema  inmune  tiene dos labores fundamentales: primero reconocer los virus libres, para lo cual utiliza como herramienta clave la respuesta inmune humoral específica y, segundo, reconocer y eliminar las células infectadas, para lo cual utiliza las propiedades de linfocitos T, capaces de reconocer antígenos virales procesados y presentados por receptores del complejo mayor de histocompatibilidad en forma de fragmentos peptídicos.

			Entidades como la viruela, la poliomielitis, el sarampión, la rubéola, la parotiditis, la hepatitis A, la varicela y la fiebre amarilla han podido ser erradicadas o controladas gracias a la existencia en el hospedero de una respuesta inmune adaptativa que protege contra exposiciones futuras. La respuesta adaptativa o específica involucra dos acciones complejas: la respuesta de tipo humoral y la respuesta de tipo celular. Este sistema de defensa implica la presentación de antígenos virales por células presentadoras del antígeno (linfocitos B, macrófagos, células dendríticas, etc.) y se realiza en el contexto de las proteínas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I y II. La estructura general de las proteínas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I y II en las membranas celulares se esquematiza en la figura 3.17.

			Las proteínas involucradas en la respuesta inmune tienen dominios extracelulares, transmembranales e intercelulares. Los dominios intercelulares se encuentran asociados a proteínas como la tirosina quinasa, que inicia los procesos de transducción de señales a nivel intracelular que regulan la síntesis de interferón, interleuquinas y secreción de citoquinas proinflamatorias (figura 3.17).

			La respuesta inmune adaptativa demora varios días en generarse, y es desencadenada por la presentación altamente específica de moléculas virales a cargo de receptores celulares presentes en la superficie de membrana de células especializadas. La presentación del antígeno no se hace en su integridad, sino que solo un pequeño fragmento es presentado, los receptores sólo reconocen una parte de los antígenos virales (figura 3.18). El resultado de esta respuesta específica es que el sistema inmune se adapta para que una segunda exposición al agente infeccioso sea mucho más rápida y de mayor magnitud, por la característica fundamental de conferir memoria inmunológica.
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			Figura 3.16. Genes que codifican para las proteínas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I, II y III 
cM: distancia en centimorgan. 





			Las dos clases de proteínas del MHC reflejan, a su vez, las dos formas de procesamiento antigénico. Las proteínas del MHC de clase I están optimizadas para presentar antígenos de tipo intracelular y las de clase II son adecuadas para exponer antígenos de tipo extracelular (figura 3.19). Es importante resaltar el gran polimorfismo que manifiestan las proteínas MHC de clase I; hay múltiples alelos funcionales localizados en el mismo locus y gran variabilidad en la zona de presentación antigénica. Resultado de este polimorfismo es la gran variabilidad de presentación antigénica en los diferentes individuos; diferentes proteínas del MHC van a ligar y exponer diferentes secuencias peptídicas. Este polimorfismo hace que los individuos de una misma especie tengan una respuesta diferencial ante los distintos agentes infecciosos y dificulta la producción de vacunas sintéticas que sean adecuadas y universales.
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			Figura 3.17. Esquema de las proteínas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I, II 
El sitio de presentación antigénica se señala con un asterisco azul
N: extremo amino terminal. C: extremo carboxiterminal. 
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			Figura 3.18. Moléculas de membrana presentes en algunas células inmunes 
La estructura general muestra que forman parte de la superfamilia de las inmunoglobulinas.
Nótese la relación de las proteínas CD4+ y CD8+ con la tirosina quinasa. En morado las zonas de glicosilación. Los círculos unidos representan los sitios de puentes disulfuro. 
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			Figura 3.19. Procesamiento y presentación antigénica en el contexto de las proteínas HLAI para la respuesta de tipo celular y en el contexto HLA-II para la respuesta de tipo humoral
Obsérvese  que los antígenos son procesados en sitos diferentes; proteasomas (1) para la  respuesta Th2 y compartimentos acidófilos (2) para la respuesta Th1. En a: captura. b: procesamiento. c: transporte. d: transporte al Golgi. e: presentación en la membrana. 





			
			En el caso de infecciones virales, los antígenos son presentados en el contexto de las proteínas del MHC clases I y II. La respuesta es conjunta, de tipo humoral y celular; los dos tipos de respuesta son importantes en la erradicación del agente y en la recuperación de la infección. El reconocimiento antigénico por las células T es capaz de distinguir entre las proteínas sintetizadas a nivel intracelular y aquellas que son tomadas del medio externo de la célula.

			Los linfocitos de tipo CD8+, normalmente de tipo citotóxico, reconocen las proteínas endógenas sintetizadas por la célula y los linfocitos de tipo CD4, habitualmente de tipo ayudador (helper), reconocen los péptidos de origen externo a la célula. La mayoría de infecciones bacterianas son extracelulares y sus antígenos son captados y degradados en compartimentos acidófilos, para después ser presentados en el contexto de proteínas de tipo MHC II; en consecuencia, inducen una respuesta de predominio Th2 y una buena síntesis de anticuerpos. Estos anticuerpos producidos reconocerán antígenos intactos y usarán mecanismos efectores de tipo opsonización, aglutinación y fijación del complemento.





			Presentación antigénica
por las proteínas del MHC de clase I 

			



			Las proteínas del MHC de clase I son heterodímeros constituidos por moléculas α de alto peso molecular (45 kda) y una β-2 microglobulina de 11.5 kda. La molécula α posee tres dominios (α1, α2 y α3) extracelulares, el dominio α3 semeja un dominio de inmunoglobulina. El sitio de presentación antigénica se sitúa entre los dominios α1 y α2. La molécula posee un dominio transmembranal y una extremidad carboxiterminal de unos 30 aminoácidos, que puede relacionarse con proteína quinasas y con moléculas del citoesqueleto celular.

			En el REG las proteínas del MHC-I forman un andamiaje proteico con múltiples proteínas como la calreticulina, calnexina, ERp57, proteína disulfuro isomerasa, las proteínas transportadoras de péptidos (TAP) y la tapasina. Las proteínas virales sintetizadas en el citoplasma de las células infectadas son recicladas utilizando el sistema de marcaje de las ubiquitinas. A la proteína viral al ser degradada o procesada se le adicionan múltiples copias de una molécula de 76 aminoácidos denominada ubiquitina la cual se conserva en diferentes células eucariotes. Las moléculas de ubiquitina adicionadas permiten que la proteína sea degradada en una estructura enzimática compuesta de múltiples subunidades y multicatalítica de 20-26 Svedberg llamada proteasoma. Las secuencias de aminoácidos que flanquean al epítope deben ser críticas para que la proteína sea degradada en los proteasomas. Las proteínas virales son procesadas  mediante  reacciones  proteolíticas en el proteasoma. Finalmente, los péptidos virales son transportados por el sistema de vesículas del REG, acopladas a los MHC-I permitiendo la presentación antigénica.

			La  secuencia  específica  de  aminoácidos es la que determina los sitios de proteólisis por parte de proteasas presentes en el proteasoma. Los proteasomas son un complejo proteico citoplásmico asociado con la vía de la ubiquitina, altamente relacionada con el sistema de degradación de proteínas del huésped y su sistema de funcionamiento es fuente de fragmentos peptídicos. Las proteínas de este sistema son, al parecer, codificadas en genes del grupo de proteínas del MHC; por ende, pueden tener el polimorfismo ya descrito para estas proteínas. Los fragmentos producto de la proteólisis son luego transportados al retículo endoplásmico por unas proteínas denominadas TAP (proteínas transportadoras asociadas con la presentación antigénica) que hacen parte de unas proteínas de tipo ABC codificadas por genes del MHC. Se describen dos tipos de moléculas denominadas TAP1 y TAP2. Estas proteínas se mezclan y forman moléculas transportadoras de tipo heterodímero. En el retículo endoplásmico, los fragmentos son ligados por afinidad con las proteínas del MHC de clase I y son transportados al cis-Golgi y luego al trans-Golgi por un sistema de vesículas hasta la membrana plasmática. Otro posible mecanismo de transporte de las proteínas virales puede ser mediante la presencia, en la extremidad amino, de secuencias-señales que permiten la localización en las membranas del retículo endoplásmico y su migración a las cisternas del Golgi.

			En la figura 3.20 se esquematiza la forma topológica como se presenta un residuo peptídico en el interior del surco de la molécula MHC I. El residuo peptídico (en verde y gris) tiene una zona de anclaje en el sitio de presentación antigénica del MHC (en color violeta) y las posiciones de los residuos de aminoácidos dos y nueve son importantes para que allí se instale una serie de motivos (aminoácidos) específicos. En estos sitios sólo pueden verse residuos con ciertas características de hidrofobicidad, hidrofilicidad o cargas polares. Por otro lado, hay sitios no determinados donde pueden observarse residuos de aminoácidos variables. No todos los motivos peptídicos que se ajustan al sitio de presentación antigénica de las MHC I son capaces de inducir una respuesta linfocítica T; por lo tanto, es muy difícil de predecir los residuos que dan una buena respuesta citotóxica.





			Presentación antigénica
por las proteínas del MHC II 

			



			Las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II son heterodímeros de 55 kda compuestas de dos cadenas de peso molecular similar denominadas α y β. Cada molécula posee dos dominios extracelulares denominados respectivamente α1, α2, β1 y β2, una porción transmembranal y un extremo carboxiterminal  ubicado  a  nivel  intracelular. El antígeno procesado es presentado en un sitio formado por los dominios α1 y β1 (figura
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			Figura 3.20. Sitio de presentación antigénica al interior del surco (del inglés groove) en la molécula de tipo HLA I 
Se observan los sitios de anclaje del péptido en posición 2 y 9 y el sitio de presentación antigénica. 






			3.15). Las proteínas MHC II tienen dominios funcionales similares a los descritos para las proteínas MHC I. En este sistema de presentación antigénica, las proteínas extracelulares son tomadas por endocitosis y fagocitosis y luego son transportadas a vacuolas acidófílas donde son degradadas o fragmentadas en pequeños residuos de proteína (figura 3.17). De otro lado, las moléculas de tipo MHC II son sintetizadas en el retículo endoplásmico rugoso (RER) y transportadas al aparato de Golgi. La vacuola que posee el fragmento de proteína se fusiona con la vacuola presente en el Golgi y el péptido se liga a la proteína MHC, debido a la afinidad que existe entre el fragmento y el sitio de presentación antigénica. Se han detectado seis genes que codifican, para los dominios alfa (α), y siete que codifican para el dominio beta (β), lo cual, en teoría, daría la posibilidad de realizar 42 clases diferentes de MHC II, surgidos por  mecanismos  de  recombinación  genética. La razón por la cual los fragmentos peptídicos llevados por las proteínas TAP no se ligan con las MHC II es que estas proteínas se hallan en el RER, unidas a una fracción proteica invariable no presentada en la figura 3.19.





			Interleuquinas y respuesta inmune 

			



			Las interleuquinas son importantes en la modulación de la respuesta inmune antiviral. Un virus produce activación de la célula presentadora del antígeno y se genera IL-12 que, a su vez, induce respuesta de las células Th1, estas células, por medio de la IL-12 y del IFN-γ activan las células T y NK. La IL-2 producida por células  T  estimula  el  crecimiento  de  células NK y activa su función lítica, mientras que  el IFN-γ regula la respuesta inmune mediante la activación de macrófagos y diferenciación de linfocitos B y T; todos estos efectos llevan a la destrucción de la célula infectada, como se observa en la figura 3.18.





			Receptores de células T (TCR) 

			



			El receptor de células T (TCR) es una glicoproteína de membrana de tipo heterodímero. Los monómeros son codificados por cuatro regiones genómicas diferentes denominadas alfa, beta, gama y delta (α, β, γ, δ). Como los genes de las inmunoglobulinas, los del receptor de células T sufren reacomodos somáticos, dando lugar a la unión de regiones V, D, J y C. Su riqueza es, por tanto, similar a la presentada por los anticuerpos. La porción variable compuesta de una región alfa (Vα) y una región beta (Vβ) es capaz de reconocer al antígeno y a la proteína MHC. En contraste, el número de copias de la región constante del receptor TCR es muy bajo y similar en las células de tipo citotóxico y helper. Esto hace intuir que la parte efectora del TCR que distingue entre las dos clases de proteínas del MHC no está asociado a la porción constante de la molécula. La especificidad de función de los linfocitos T está dada por las moléculas CD4 y CD8. Otra molécula que juega un papel importante en la función de los linfocitos T y timocitos es el complejo molecular de la CD3, este complejo interactúa con el TCR. La CD3 está formada al menos por cuatro proteínas transmembranales y se asocia con sistemas de transducción de señales asociadas a la familia de proteína SRC de la fosfotirosina fosfoquinasa. Hallazgos recientes indican que la activación celular durante la formación de complejos antígeno-receptor, involucra mecanismos de transducción de señales con procesos de fosforilación de proteínas intracelulares en sus residuos de tirosina.






			Diálogo entre linfocitos T y B 

			



			En la figura 3.21 se resume la forma como ocurre el diálogo entre el linfocito T y el linfocito B durante el curso de la maduración de células B, dependiente de linfocitos T. El reconocimiento del antígeno presentado por las proteínas MHC II por parte del receptor de la célula T y proteína CD3 (CD3/TCR), lleva a la activación del linfocito T y a la expresión del receptor CD40L en el linfocito T. Por su parte, en el linfocito B ocurre la expresión del CD80/B7 BB1. La unión de CD40L del linfocito T al CD40 del linfocito B y del CD80 del linfocito B al CD28 del linfocito T, amplifica la activación celular inicial y lleva a la proliferación de células T o B. La célula T activada produce las citoquinas necesarias para la selección isotípica y para producir los diferentes tipos de inmunoglobulinas por parte de los linfocitos B. Esta activación y maduración recíprocas de linfocitos T y B sólo ocurre si han sido previamente estimuladas para la expresión de CD40L o CD80 como sucede durante la presentación antigénica. Estos mecanismos se asocian con otras moléculas tipo integrina (no presentadas en la figura 3.21) que también colaboran en la estabilización de la unión intercelular.
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			Figura 3.21. Diálogo recíproco entre LT y LB y sistemas de activación de señales 
En este diálogo participan proteínas de membrana del linfocito T (CD3, TCR, CD28, CD40L) y proteínas de membrana del linfocito B (MHCII, CD80, CD40). Estas proteínas se encuentran relacionadas con un sistema activador de señales que permiten la respuesta de los linfocitos. 






			Respuesta inmune celular 

			




			La respuesta inmune celular se define como la respuesta de los linfocitos T. Las células T se subdividen en dos grandes subpoblaciones denominadas CD8+ y CD4+ las cuales tienen restricción para reconocer el antígeno presentado por proteínas MHC de clase I y II. Las moléculas de clase I y II presentan el antígeno en un dominio que se encuentra distante de la membrana celular, zona denominada surco, riel o canal (en inglés: groove). Los linfocitos T CD4+ reconocen antígenos que son presentados en el contexto de proteínas del MHC de clase II (restricción MHC II) y los linfocitos T CD8+ reconocen antígenos presentados en el contexto de proteínas del MHC de clase I (restricción MHC I). El sitio de presentación antigénica permite la localización de un residuo peptídico que en el caso de las proteínas del MHC de clase I es de nueve a 12 residuos de aminoácidos. Por su parte, en el sitio de presentación antigénica de las proteínas del MHC de clase II, el residuo de aminoácidos tiene un tamaño de entre 13 y 20 aminoácidos. Por la existencia de polimorfismo en las proteínas del MHC de clase I y II, se puede afirmar que la presentación antigénica para la respuesta celular es polimórfica en los diferentes tipos de poblaciones estudiadas y está íntimamente ligada al genotipo del hospedero. La respuesta celular tiene un pico temprano entre los siete y diez días después de iniciado el proceso infeccioso y desciende a las dos o tres semanas, una vez que se ha resuelto el curso de la infección. La células T pueden dividirse en varios grupos funcionales:




			
				
						1.

						Células   citotóxicas   destruyen   células blanco  infectadas  que  expresan  antígenos en su membrana. Los LT CD8+  también secretan varias citoquinas (IFN-γ y TNF-α).

				

				
						2.

						Células helper o ayudadoras, las cuales suministran colaboración en forma de citoquinas como IFN-γ, IL-4, IL-5 en respuesta al estímulo antigénico.

				

				
						3.

						Células supresoras que eliminan la respuesta inmune; en algunos casos, por destrucción de células inmunocompetentes.

				

			


			




			La mayoría de células de tipo citotóxico son del fenotipo CD8+  y la mayoría de células helper son del fenotipo CD4+. Las células T reconocen los antígenos expuestos gracias a la presencia en su superficie de membrana de receptores de células T (TCR). Los mecanismos de acción por los cuales puede efectuarse la respuesta inmune celular y producir la lisis celular se resumen en la figura 3.22.

			El reconocimiento de la célula infectada por parte de los linfocitos T helper y citotóxicos-supresores, se llevan a cabo mediante uniones o contactos entre proteínas de membrana de las células involucradas, como se presenta en la figura 3.23. El contacto intercelular produce señales inter e intracelulares que regulan la respuesta inmune.

			La célula CD8+ tiene como mecanismos efectores la liberación de gránulos líticos que contienen un homólogo de la proteína C9 denominado perforina y otras serina proteasa conocidas como granzimas A, B, D, G y H. Estas enzimas salen del linfocito T CD8+ por exocitosis y se vacían en la sinapsis inmunológica, se ensamblan en la membrana y facilitan el acceso al citoplasma de la célula blanco de granzimas B, que pueden desencadenar fenómenos de apoptosis por activación de las procaspasas y vías independientes de caspasas por activación de proteínas miembros de la familia Bcl2.

			El  reconocimiento  antigénico  por  parte de los linfocitos CD8+, permite detectar las células infectadas en una fase muy temprana del ciclo replicativo viral, momento en el cual se han sintetizado proteínas virales no estructurales, que son degradadas en los proteasomas y presentadas en el contexto de los MHC I. Estos fragmentos de proteínas virales que se presentan antes de que se haya efectuado el ensamblaje de viriones, facilitan, mediante la acción citolítica, eliminar las fuentes de progenies virales de una manera rápida y eficaz.

			La respuesta celular detecta los cambios ocurridos en la superficie de las células infectadas, para esto es necesario que se produzca la unión a nivel de membranas de células presentadoras de antígeno, células efectoras, linfocitos B y linfocitos T y las células infectadas por virus. El papel fundamental lo efectúan las proteínas plasmáticas, muchas de las cuales pertenecen al grupo de proteínas de diferenciación (CD), las cuales pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas.
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			Figura 3.22. Diferentes tipos de lisis celular en el caso del reconocimiento y la eliminación de células infectadas por virus 
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			Figura 3.23. Moléculas que intervienen en la presentación antigénica y en el reconocimiento inmune 
En este diálogo participan proteínas de membrana del linfocito TCD4+(CD2, CD3, TCR, CD4, LFA-1) y proteínas de membrana del linfocito B (CD2, CD3, TCR, CD8, LFA-1). La célula infectada presenta el antígeno en el contexto de las proteínas del MHC-I y las células presentadoras del antígeno en el contexto de las proteínas del MHC-II. 







			Respuesta inmune humoral 

			

			

			Desde hace mucho tiempo se conoce que la inmunidad   protectora  puede   ser   conferida por sueros de pacientes convalecientes. Los componentes  séricos  que  permiten  este  tipo de  respuesta  son  las  gammaglobulinas,  también denominadas inmunoglobulinas (Ig) o anticuerpos. La alta diversidad de anticuerpos contra agentes patógenos y virus se explica por la selección de clones de linfocitos B que reconocen de una manera específica diversos antígenos. Los linfocitos B seleccionados son estimulados para que se repliquen, diferencien y maduren hasta generar células plasmáticas que producen anticuerpos de alta afinidad. Los anticuerpos son moléculas heterodiméricas que poseen dos cadenas pesadas (H por Heavy) y dos cadenas livianas (L por Light) ambas con regiones constantes y variables, estas últimas responsables del reconocimiento del antígeno. Las variaciones en la porción constante de la cadena pesada da lugar a la formación de diferentes isotipos (IgM, IgD, IgG, IgA, IgE). La IgG a su vez posee diferentes subtipos denominados IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4, cada uno de estos subtipos tiene diferentes funciones efectoras. Las cadenas livianas pueden ser de dos tipos con cadena kappa (κ) o lambda (λ).

			Los anticuerpos pueden reconocer los antígenos como moléculas íntegras aun en fase líquida. El análisis cristalográfico de las interacciones antígeno-anticuerpo muestra que las uniones entre las dos moléculas es como de una mano y su guante, los componentes pueden alterar su conformación para adaptarse el uno al otro. Las principales acciones de los anticuerpos sobre los agentes virales son, entre otras:




			
				
						1.

						Neutralizar la infectividad del virión al recubrir las partículas virales a nivel extracelular, impidiendo que infecten la célula blanco.

				

				
						2.

						Producir la aglutinación de las partículas virales.

				

				
						3.

						Lisar las partículas virales en asociación con el complemento.

				

				
						4.

						Reconocer los antígenos virales presentes en las superficies de membrana de las células infectadas (antígenos presentes en la superficie viral o antígenos presentes en células infectadas e internos en la partícula viral, por ejemplo proteínas internas o no estructurales).

				

				
						5.

						Producir la lisis de las células infectadas con mediación del complemento.

				

				
						6.

						Otro mecanismo de acción de los anticuerpos es el de participar en fenómenos de citotoxicidad. En estas circunstancias, los anticuerpos antivirales y las células T sensibilizadas  interactúan  para  destruir las células infectadas por virus.

				

			


			





			Cuando los viriones se encuentran libres en el suero o en otros fluidos corporales se puede dar una interacción entre los antígenos virales y los anticuerpos. De esta forma los anticuerpos disminuyen la cantidad de antígeno libre y alteran la infectividad de las partículas virales,  promoviendo  también  la  fagocitosis. En ciertos casos (hepatitis B, rubéola), la interacción entre los antígenos virales y los anticuerpos puede dar lugar a la formación de complejos inmunes, estos complejos inmunes pueden asociarse con glomerulonefritis, lupus eritematoso, crioglobulinemia y vasculitis.

			La detección de la respuesta humoral es un poco más tardía que la respuesta celular, siendo claramente detectada de dos a cuatro semanas después de iniciado el proceso infeccioso; se extiende por largos periodos (semanas a meses), dependiendo del tipo de virus y de la respuesta del huésped. Reportes recientes de estudios longitudinales por más de 26 años, muestran que la respuesta inmune humoral es estable con periodos de vida media, cercanos a los 50 años en caso de infección por virus de la varicela zoster y teóricamente por más de 200 años para virus como el sarampión y la parotiditis. Otros agentes virales en los que la respuesta humoral es claramente detectable después de varios años son la fiebre amarilla, la rubéola y la hepatitis B. No es claro si la respuesta inmune obtenida luego de esquemas de vacunación es de tan larga duración como en el caso de infección natural, sin embargo, los títulos de anticuerpos obtenidos después de inmunización son menores a los que se presentan en el curso de la infección natural. La razón de esta respuesta sostenida plantea dos hipótesis: primera, la continua producción de anticuerpos por células plasmáticas estimuladas por linfocitos B de memoria y, segunda, la producción de anticuerpos por plasmocitos de larga vida independiente de los linfocitos B de memoria; ambas teorías no son excluyentes.

			El encuentro del antígeno viral con el receptor de células B (BCR) activa los factores de transcripción (NFkB y Ap-1) que generan señales que facilitan la proliferación y diferenciación celular. La internalización del antígeno permite el procesamiento antigénico y su presentación en el contexto de las proteínas MHC II, este antígeno puede ser reconocido por los receptores de linfocitos T (TCR) lo que desencadena la liberación de citoquinas que permiten la proliferación y diferenciación de linfocitos B. La selección isotípica ocurre gracias a la acción de citoquinas especializadas que son importantes en los procesos de proliferación, división y diferenciación de los linfocitos B nativos. La secreción de IFNγ por parte de los linfocitos Th1 induce la producción por parte de los plasmocitos de IgG2a e IgG3 inhibiendo la producción de IgM, IgG1 e IgE. La secreción de IL-4 por parte de los linfocitos Th2 induce la producción por parte de los plasmocitos de IgE e IgG1 inhibiendo la producción de IgM, IgG2a e IgG3 (figura 3.24).

			Los anticuerpos producidos luego del proceso infeccioso van madurando, de tal suerte que solo persistan aquellos que presentan una mejor avidez y afinidad funcional, es decir, que la interacción paratope-epítope tenga el mejor ajuste y fuerza de interacción. La introducción de las pruebas de avidez para el diagnóstico serológico  de  las  infecciones  virales  (rubéola, citomegalovirus, virus de Epstein Barr) ha logrado diferenciar las infecciones recientes (pruebas de baja avidez) de infecciones pasadas, reinfecciones o reactivaciones (pruebas de alta avidez). La maduración de la afinidad de los anticuerpos es posible por la hipermutación somática de los receptores de células B, lo cual tiene lugar en los centros germinativos; esta maduración sólo se obtiene meses después del proceso inicial o luego de infecciones secundarias o dosis vacunales de refuerzo. En general, los anticuerpos de alta afinidad tienen una mayor actividad neutralizante, no existe aún una correlación funcional entre afinidad y capacidad funcional de los anticuerpos.





			Diferenciación de respuestas Th1 y Th2 

			



			Entre los factores generales que son importantes en el tipo de respuesta inmune (celular o humoral), se tienen: tipo de antígeno, ruta de entrada al organismo, forma física del antígeno, tipo de adyuvante y dosis del antígeno o cantidad del inóculo. Las células T CD4+ nativas o  Th0, representan  una  población  heterogénea de células parcialmente diferenciadas, que pueden polarizarse hacia un tipo de respuesta específica bajo la acción de diferentes factores genéticos y del medio. Esta diferenciación de la línea de respuesta se inicia desde los primeros momentos de manifestación antigénica en el contexto de presentación de los PAMP a los TLR (figuras 3.24 y 3.25). El perfil de citoquinas secretadas dependerá del reconocimiento inicial de los PAMPs por los TLR y otras proteínas PRR. Las células Th0 secretan una amplia gama de citoquinas que incluyen IL-2, IFNγ, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10.
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			Figura 3.24. Citoquinas que intervienen en la respuesta inmune humoral y en la conmutación de clase 
La IL-4 es importante en la activación de los linfocitos B; la IL-5 es fundamental en la proliferación y división de los LB la IL-4, IL-5 , TNFγ y el INFγ son importantes en la selección isotípica de los plasmocitos para la producción de IgE e IgG1, IgA e IgG-2a, respectivamente. 






			Las células Th0 tienen la potencialidad de madurar a linfocitos Th1, Th2 y Th17 dependiendo de las citoquinas secretadas en las primeras fases de la infección viral. La diferenciación de los linfocitos T CD4+ nativos en células Th1 y Th2 requiere de la acción de citoquinas e información específica suministrada por las células presentadoras del antígeno. Las células Th1 y Th2 no sólo secretan diferentes tipos de citoquinas, sino que también expresan marcadores de activación distintos en la membrana celular. Muchas de las citoquinas de respuesta Th1 o Th2 provienen de linfocitos de tipo CD4+, sino también de otros leucocitos o células no hematopoyéticas. Las  principales  interleuquinas  involucradas en la polarización de respuesta Th1 y Th2 son la IL-12 e IL-4 y los ligandos de la vía Notch; sin embargo, no toda respuesta Th1 requiere de IL-12, ni toda respuesta Th2 requiere de IL-4, otras señales alternas pueden existir. Los vía Notch ha sido postulada recientemente como un pilar fundamental en la diferenciación de las células Th0.
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			Figura 3.25. Vista parcial de los diferentes sistemas de reconocimiento de los antígenos por parte de los TLR y de los diferentes sistemas de señalización intracelular 
La señalización lleva a respuestas diversas que a su vez orientan la especificidad de la  respuesta inmune en tipos Th1 o Th2. Las moléculas de señalización y los factores de transcripción pueden ser comunes o variar en los diferentes tipos celulares (macrófagos, DC, células Th1, Th2 o Th17). Se presentan algunos factores de transcripción involucrados (T-bet, NFkB, Gata3, cJun). Tbet: aumenta la expresión de IFNγ y de la cadena β del receptor de IL-12 e inhibe Gata-3. Gata3 reconoce la cromatina en el locus Th2. Las líneas rojas indican bloqueos entre la respuesta de tipo Th1 y Th2. TLR: toll like receptors. TIRAP: molécula adaptadora (sigla de toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain-containing adaptor protein). TRIF: dominio TIR con adaptador inductor de IFNβ. Mal: molécula adaptadora similar a MyD88. FRK: tirosina quinasa asociada a fyn. IRAK: IL-1 receptorassociated kinase. MyD88: molécula adaptadora (Myeloid differentiation primary response gene 88). FRK: protein quinasa reguladora de c-fos. C-fos: factor de transcripción temprano, proto-oncogen celular. TRAM: molécula adaptadora asociada a TRIF. TRAF: tumor-necrosis-factor-receptor-associated factor receptor complex. 





			En respuesta a estas vías de señalización, se inicia la transcripción de IFN-γ e IL-4 y la transcripción de genes reguladores de la transcripción como Tbet y Gata 3. Los clones celulares T productores de IFN-γ fueron denominados Th1, mientras que los productores de IL-4 fueron llamados Th2. Las células Th1 presentan el marcador CD30 (una proteína del grupo del TNF) y las Th2 expresan LAG-3 (lymphocyte activation gene 3) una proteína de la familia de las inmunoglobulinas.

			La respuesta de tipo 1 (o respuesta Th1) está representada básicamente por linfocitos T que actúan en los tejidos sólidos en una relación una a una con las células infectadas. Para su función juegan un papel importante la IL-2, la IL-12 y el IFN-γ. El factor más importante para favorecer la diferenciación hacia células de tipo Th1 es la IL-12 y los interferones.

			La IL-4 es el estímulo más poderoso para la diferenciación de células Th0 hacia células Th2. Los mecanismos que juegan un papel importante para la producción de IL-4 no son muy claros. Al parecer, una fuente la puede constituir una subpoblación de células CD4–, NK1.1+ capaces de reconocer antígenos en asocio con la β2 microglobulina. El efecto de la IL-4 es primordial para esta diferenciación hacia Th2, pero hay otros factores que son importantes como la IL-6 y la prostaglandina E2. Existe evidencia que la IL-6 interviene en la diferenciación por inhibición de la síntesis de IL-12 por las células dendríticas y de IFN-γ por las células T. Los mecanismos moleculares de acción de las interleuquinas parecen estar ligados a la señalización sobre sus receptores que involucra la actividad de fosforilación de la tirosina-quinasa, la generación de señales de transducción y la activación del sistema de transducción de señales (STATs). Los linfocitos de tipo Th1 producen citoquinas de tipo IFN-γ, IL-2 y factor de necrosis tumoral beta (TNF-β). Por su lado, los linfocitos de tipo Th2 producen citoquinas como la IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 y probablemente IL-9 (tabla 3.4).

			La respuesta inmune de tipo Th2 es modulada por las IL-4, IL-5, IL6, IL-10 e IL-13. Estas interleuquinas colaboran en la conmutación de clase de los linfocitos B, llevando los plasmocitos a producir IgG, IgA o IgE. Estas interleuquinas también contribuyen al desarrollo de células B, productoras de anticuerpos. De las subclases de anticuerpos IgG que se producen durante el curso de la infección viral, la fracción IgG3 tiene una mayor tasa que las fracciones IgG1, IgG2 o IgG4 (figura 3.24). En general, la respuesta de tipo Th2 es más útil en la protección contra los parásitos extracelulares o virus libres, mientras que durante la infección por patógenos intracelulares, ocurre una combinación de respuesta de tipo Th1 y Th2. Las respuesta Th1 y Th2 se regulan mutuamente (figura 3.26).





			Tabla 3.4. Fuentes de citoquinas Th1 y Th2 

			
				
						
						Tipo de célula

					
						
						Respuesta tipo 1

					
						
						Respuesta tipo 2

					
				

				
						
						Linfocito T CD4+

					
						
						IL-2, IFNγ, IL-12, TNFβ,

					
						
						IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13

					
				

				
						
						Linfocito T CD8+

					
						
						IL-2, IFNγ

					
						
						IL-4, IL-5, IL-10

					
				

				
						
						Célula NK

					
						
						IFNγ, TNFβ

					
						
				

				
						
						Monocito/macrófago

					
						
						IL-12

					
						
						IL-6, IL-10

					
				

				
						
						Célula B

					
						
						IL-12, TNFβ,

					
						
						IL-6, IL-10

					
				

				
						
						Célula dendrítica

					
						
						IL-12

					
						
				

				
						
						Neutrófilo

					
						
						IL-12

					
						
				

				
						
						Mastocito

					
						 
						
						IL-4, IL-5, IL-6

					
				

				
						
						Eosinófilo

					
						 
						
						IL-4, IL-5, IL-6

					
				

			

			 



			
			Las respuestas de tipo Th1 y Th2 no sólo proveen modalidades de respuesta contra diferentes tipos de agresores externos, sino que también pueden constituirse en mecanismos de desarrollo o mantenimiento de condiciones fisiopatológicas. Es así como el citomegalovirus adquirido durante fases de inmunosupresión celular (SIDA, transplante o terapia citostática en el curso de cáncer) da cuadros clínicos graves por cuanto no se eliminan las células productoras de viriones (falta de respuesta Th1) y la respuesta humoral no es capaz de controlar per se la replicación del agente viral.




			Estrategias para evadir la respuesta inmune 

			



			Se estima que los virus que causan infecciones crónicas utilizan al menos un 10% de su información genética para evitar o modular la respuesta inmune. La evasión de la respuesta inmune no solo favorece la progresión de la infección viral, sino que también puede impedir mecanismos  inmunopatológicos.  La  cinética de replicación viral permite que por un agente infeccioso se produzcan más de 1.000 partículas virales en un solo ciclo replicativo y en algunos modelos de infección viral se generen mutantes que escapan a la respuesta inmune. Las ARN polimerasas son enzimas que no presentan corrección de lectura y favorecen la generación de mutantes aleatorias y en algunos agentes constituyen verdaderas cuasiespecies virales.  Los  virus  herpes  han  evolucionado creando estrategias que les faculta reposar en el hospedero por largos periodos, la latencia viral es un mecanismo que tolera la convivencia de virus y hospedero con reactivaciones periódicas que permiten la transmisión del agente. Algunos productos virales pueden verse involucrados en la inactivación de la vía del interferón, inhibiendo la vía de señalización JAK/ STAT, la actividad de la protein quinasa, inhibiendo lo fosforilación del eIF2α o la 2’5’OS/ ARNasa. Los virus igualmente inhiben y modulan el sistema de citoquinas y quimioquinas celulares en diferentes niveles: en su producción,  interfiriendo su  acción  o  alterando  las vías de señalización utilizadas por las citoquinas, como se anotó previamente algunos productos virales son análogos de interleuquinas o citoquinas. Los virus pueden controlar mecanismos de apoptosis evitando que la célula infectada sea destruida, los mecanismos involucrados son variados e incluyen la inhibición de las caspasas, la inactivación de la proteína p53 o la síntesis de productos análogos a las proteínas involucradas en las vías apoptóticas. Algunos virus interfieren con los sistemas de presentación antigénica asociada a las proteinas del MHC de clase I o II, los efectos en la MHC de clase I incluyen la unión, retención en el RER, desestabilización, disminución en la expresión y endocitosis del MHC-I expresado en la membrana. También se ha encontrado que algunos productos virales interfieren con el transporte de las proteínas TAP o con la migración de proteínas del MHC de clase I a la membrana plasmática, con lo cual se interpone a la presentación antigénica. Los efectos sobre las proteínas del MHC de clase II incluyen alteración en la expresión, función o procesamiento de estas proteínas. Algunas proteínas virales de virus de Epstein Barr son homólogas de IL-10, estas proteínas reducen la expresión de proteínas TAP y MHC de clase II. Finalmente, las células del sistema inmune pueden ser blanco de replicación viral, esta estrategia le permite al virus tener sitios donde estar protegido de la destrucción por parte de células inmunocompetentes. Estos puntos serán analizados en el capítulo 4 de patogénesis viral.
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			Figura 3.26. Acción de las interleuquinas sobre sus receptores y diferenciación en las respuestas Th1 y Th2 
Nótese que las citoquinas producidas por un tipo de respuesta Th1 o Th2 actúan inhibiendo la ruta contraria (líneas rojas). 




			Balance de respuesta Th1 y Th2
en el curso de la infección viral 

			

			

			Durante el curso natural de múltiples infecciones virales se observa un balance adecuado Th1/ Th2 de la respuesta inmune. El predominio de la respuesta Th1 permite que el hospedero sea capaz de desarrollar una respuesta celular muy útil para eliminar las células productoras de virus, la destrucción de células cancerosas o de desarrollar respuestas de hipersensibilidad retardada. El predominio de respuesta Th2 favorece la producción de anticuerpos que neutralizan los patógenos extracelulares como son los virus libres, también tienen un papel en la tolerancia inmune (xenotransplante, embarazo). Se sugiere que durante el curso de la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), una respuesta vigorosa de tipo Th1 y de linfocitos citotóxicos puede contener la infección al lisar las células infectadas. En pacientes infectados con VIH se ha observado que una respuesta celular específica y una respuesta celular anti p24 vigorosa, se relacionan con cargas virales plasmáticas más bajas y son presentes en pacientes con progresión lenta de la enfermedad. Por el contrario, una poca respuesta inmune Th1 se observa en pacientes no tratados o no respondedores a la terapia HAART. Los pacientes no progresores tienen una respuesta Th2 débil (medida por niveles de IL-4) y una gama menor de respuesta Th2 a antígenos virales. Estos resultados muestran que un balance Th1/ Th2 (modulación y regulación cruzada) permite a los no progresores mantener la replicación viral bajo control. De otro lado, una respuesta de tipo Th2 con ilimitación de la respuesta de tipo Th1 tiene como efecto la falta de control del sistema inmune sobre la infección VIH, que resulta en una progresión hacia el SIDA.

			En infecciones por virus latentes (herpes simple, VZV, EBV, HCMV, HHV-8) se postula que se requiere un balance de las respuestas Th1/Th2 para mantener la infección bajo control. De hecho las reactivaciones o infecciones oportunistas por estos agentes son mucho más frecuentes en pacientes con trastornos en la respuesta inmune.

			En el caso de la infección por virus respiratorio sincicial (RSV) se necesita de una respuesta equilibrada de tipo Th1/Th2. La respuesta Th1 dominante contra la proteína F se observa en pacientes que sufren la infección natural; en los pacientes que fueron inmunizados con vacuna inactivada, se observó una eliminación de la respuesta contra la proteína F y una respuesta Th2 contra la proteína G, factor que se considera como asociado a la gravedad de la infección con el virus salvaje en individuos inmunizados. Un balance fino de las respuestas Th1/Th2 es necesario para una adecuada evolución clínica de la infección. El balance de citoquinas Th1/ Th2 (IL-4/IFNγ o IL-10/IL-12) en secreciones nasofaríngeas en los primeros días se ha asociado con gravedad clínica, patogénesis de la infección y defecto en la eliminación del virus en pacientes con bronquiolitis; este desbalance no se observa en niños que presentan una infección respiratoria alta causada por RSV. Quizá el desbalance Th1/Th2 observado desde los primeros días de la infección pueda ser atribuido a un defecto en la respuesta del hospedero.

			En el curso de la infección por virus VIH, se ha evidenciado una pérdida selectiva de células Th1 productoras de IFN-γ, un aumento en el número de células Th2 activadas que liberan espontáneamente IL-4, lo que conlleva al aumento en la síntesis de IgE.

			Algunos estudios en pacientes con SARS muestran que la regulación terapéutica de las citoquinas que regulan el balance entre respuesta inmune innata/adquirida y respuestas Th1/Th2, puede ser un posible mecanismo de controlar la seriedad del cuadro clínico asociado a algunas infecciones virales. Esta regulación inmune puede ser un elemento terapéutico que se debe desarrollar para combatir infecciones producidas por agentes recalcitrantes como la hepatitis B, hepatitis C o VIH.

			Finalmente, la respuesta inmune protectora generada por los inmunógenos vacunales debe ser regulada para que se confiera un balance adecuado de las respuesta Th1/Th2, con el fin de ofrecer una respuesta inmune protectora.
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