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Prélogo a la Primera Edicidn

Este trabajo, cuya primera edicién propongo al publico, es el fruto
de una experiencia acumulada en el drea de la virologia y que, junto a
la bioquimica, hoy confluyen en el surgimiento de inquietantes ideas
e investigaciones que hoy dia no hemos podido consolidar, pero que
a mediano o corto plazo con perseverancia veremos la continuacion
de trabajos previamente publicados como: Association of lipid profile
alterations with severe forms of dengue in humans. Arch Virol. 2015:
160(7):1687-1692. doi: 10.1007/s00705-015-2433-z; Increased c-reactive
protein and decreased interleukin-2 content in serum from obese indi-
viduals with or without insulin resistance: associations with leukocyte
count and insulin and adiponectin content. Diabetes Metab Syndr. 2015.
pii: S1871-4021(15)30035-7. doi: 10.1016/j.dsx.2015.09.007. 96; Role of
the myeloid differentiation primary response (MYD88) and tir-domain-
containing adapter-inducing interferon-8 (TRIF) pathways in dengue.
Life Sci 2016 Oct 26; 162:33-40. y Papel de los receptores tipo toll y re-
ceptores para dominios de oligomerizacién para la unién a nucleétidos
(NLRS) en las infecciones virales. Invest Clin 55(1):61-81. 2014.

Estas nos dieron la pauta para el inicio de este importante tema
que nos permitié comprender un poco mds sobre la fisiopatologia de
las infecciones virales, pero ya no basados en los mecanismos virales
per se, sino en las puertas de entrada y la interaccidn con las células
permisivas del hospedador, todo confluyendo en una asociacién de
eventos que constituyen el metabolismo de los lipidos y que cada dia
toman mayor relevancia, no solo por las implicaciones de riesgo cardio-
vascular o enfermedades como el sindrome metabdlico o la obesidad,
sino porque constituyen el punto clave de entrada y virulencia en mu-
chas de las infecciones virales que hoy nos afectan.

La contribucién que pretendemos ofrecer con este libro es preci-

samente ese deseo de involucrarnos mds alld de lo que creemos y apor-
tar al entendimiento, en este caso, a la inmunopatogénesis de las infec-



ciones virales todo con un basamento unico: los lipidos. El contenido de
este libro esta resumido en cinco capitulos de este tomo que ofrecemos
y esperamos cumpla con las expectativas de los lectores. Y al hacerlo
asi, no se ha atendido sélo a conseguir que sean mds coherentes y com-
pletas las ideas, sino que se ha mejorado la exposicion. En la medida en
que la materia lo ha permitido, se han desarrollado aqui puntos que
antes apenas se esbozaron, mientras que otros, ampliamente desarro-
llados, aqui simplemente se enuncian. El principio siempre es duro; esto
vale para todas las ciencias. Por eso, la mdxima dificultad la constituird
la comprension de cada uno de los capitulos, pero su entendimiento
estoy segura serd una firme invitacién a continuar investigando en esta
importante puerta hacia la generacién de nuevos conocimientos.

Dra. Nereida Valero
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GENERALIDADES DE LiPIDOS

GENERALIDADES

Los lipidos son la fuente mds importante de energia, pero
ademas forman parte de membranas celulares y vainas nerviosas,
imprescindibles para la sintesis de hormonas, proveen proteccion
térmica y mecanica. En este capitulo se abordan los distintos tipos de
lipidos, desde las grasas saturadas hasta los acidos grasos isoméri-
cos. Se describen aquellos importantes en la alimentacidn, asi como
sus fuentes y requerimientos.

CONCEPTO DE LiPIDOS

Los lipidos son biomoléculas organicas, compuestas por carbo-
no, hidrégeno y oxigeno, presenta en ciertas ocasiones, otros ele-
mentos como nitrégeno, fésforo y azufre. Son insolubles en agua y
solubles en solventes orgénicos (no polares), como el alcohol, bence-
no, acetona, éter, cloroformo, entre otros. Incluyen los triglicéridos
(cominmente llamados grasas), fosfolipidos y esteroles (Tabla I).

ACIDOS GRASOS

Constituyen el grupo de lipidos mas sencillos. Participan en la
constitucién de otros lipidos y son una importante fuente de energia
quimica. Generalmente no aparecen libres en la naturaleza sino for-
man parte de lipidos saponificables.
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Tabla I. Clasificacion de los lipidos

Clasificacion de los lipidos

. Saturados
Acidos grasos
Insaturados
Aceites
Acilglicéridos Triglicéridos Mantecas
Lipidos Sebos
saponificables  Ceras
Lipidos complejos ~ Fosfolipidos
odemembrana  Esfingolipidos
Lipidos Terpenos
insaponificables  Esteroides
ESTRUCTURA

Los acidos grasos son moléculas que poseen una larga cadena li-
neal hidrocarbonada, por regla general de un ndmero par de dtomos
de carbono, que oscila entre 10 y 22, (aunque los mdas abundantes
tienen 16 6 18) y con un grupo carboxilico (-COOH) en el primer car-
bono de la molécula.

Acida palmitico (s COOH)

H, cH, 7

CH, CH, CH, CH, CH, CH,
SN NN TN N T N N
CH, CH, CH, H, CH, CH, CH, CH, “OH

Acido estedrico (S COOH)

CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, 4
SN N SN N NS

CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, "OH

Figura 1. Estructura de los 4cidos grasos
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CLASIFICACION

Existen dos tipos de acidos grasos:
- Saturados, posee Ginicamente enlaces simples

- Insaturados, ademas de enlaces simples posee uno o varios dobles
enlaces.

0
GHCJ':-C*C“-c’cxc*cxc*cfcvc*d_n

acido graso saturado

cCcCcCcCCoCoCel®

acido graso insaturado OH

Acidos grasos saturados (AGS). Se los denominan asi cuando no
tienen dobles enlaces. Sdlo tienen enlaces sencillos entre atomos de
carbono adyacentes; no contienen dobles enlaces, lo que les confie-
re una gran estabilidad y la caracteristica de ser sélidos a temperatu-
ra ambiente. Estos son mds dificiles de utilizar que los insaturados,
ya que es dificil romper esta molécula para atravesar las paredes de
los capilares sanguineos y tienden a acumularse contribuyendo a la
formacion de la placa ateromatosa. Los AGS predominan en los ali-
mentos de origen animal, aunque también se encuentran en grandes
cantidades en algunos alimentos de origen vegetal como los aceites
de coco, palma y palmiste, también llamados aceites tropicales. El
acido estearico (C18:0) es un ejemplo de AGS.

Acidos grasos insaturados (AGl). Que pueden ser:

Acidos grasos poliinsaturados (AGP) con dos o0 méas dobles en-
laces que pueden reaccionar con el oxigeno del aire aumentando la
posibilidad de enranciamiento de la grasa. Los pescados y algunos
alimentos de origen vegetal, como los aceites vegetales, liquidos a
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temperatura ambiente, son especialmente ricos en AGP. El acido li-
noleico (C18:2) se encuentra en cantidades apreciables en el aceite
de girasol. Desde el punto de vista nutricional son importantes los
AGP de las familias omega-3 y omega-6, en los que el primer doble
enlace estd situado junto al tercer &tomo de carbono (acidos grasos
omega-3) o junto al sexto dtomo de carbono (acidos grasos ome-
ga-6) contando desde el metilo terminal de la cadena. Los compo-
nentes de cada una de estas familias pueden tener diferente nime-
ro de dtomos de carbono y diferente nimero de dobles enlaces,
pero el primer doble enlace siempre estd en el carbono 3 o en el
6, respectivamente. Algunos son esenciales para el hombre: dcido
linoleico (C18:2 n-6) y alfa-linolénico (C18:3 n-3). Los 4cidos grasos
de la familia omega-3 (principalmente en los pescados) tienen tam-
bién un papel destacado en la prevencion de algunas enfermedades
degenerativas.

Acidos grasos monoinsaturados (AGM) con un doble enlace en
la molécula. Por ejemplo, el acido oleico (C18:1) principal componen-
te del aceite de oliva. Aunque en todos los alimentos hay mezclas de
las tres familias, en los de origen vegetal predominan las grasas insa-
turadas y en los de origen animal las saturadas y unas y otras, segun
su grado de saturacion, se han relacionado -positiva y negativamen-
te- con las enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cancer
y otras enfermedades crdnicas. Los principales alimentos suminis-
tradores de lipidos son los aceites y grasas culinarias, mantequilla,
margarina, tocino, carnes grasas, embutidos y frutos secos. Aunque
todos los alimentos tienen acidos grasos de distinto grado de satura-
cidn, es mayoritaria la composicidn de grasa saturada en las carnes y
derivados y en la mayoria de los [acteos. Tienen mayor proporcidon de
acidos grasos poliinsaturados: los pescados, los frutos secos y la ma-
yoria de los aceites vegetales (maiz, soja, girasol y otros), mientras
que el aceite de oliva y el aguacate contienen principalmente acidos
grasos monoinsaturados.
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PROPIEDADES

Son moléculas anfipaticas (del griego amphi, doble). La cabeza
de la molécula (-COOH) es hidrdfila. La cadena (grupos -CH,-CH, ter-
minal) es hidréfoba.

- Enun medio acuoso, los grupos hidréfilos se orientan hacia las molé-
culas de agua mientras que los hidréfobos se alejan de éstas. Este he-
cho explica la formacién de peliculas superficiales, bicapas y micelas.

- El punto de fusidn de los dcidos grasos insaturados es menor que el
de los saturados. Este hecho explica el que entre los animales homeo-
termos (entre los que la temperatura del cuerpo es constante), pre-
dominen los compuestos que derivan de los acidos grasos saturados,
mientras que en aquellos en los que la temperatura es variable, abun-
dan los acidos grasos insaturados.

Cabeza

Representacion hidrofilica
de una molécula Cola |
ido graso idrolébica |

Pelicula superficial de acidos grasos
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LIPIDOS SAPONIFICABLES

Acilglicéridos
Las grasas son los lipidos mas abundantes en la naturaleza. For-

man parte de los llamados lipidos saponificables, los cuales poseen en-
laces de tipo éster y forman jabones por medio de hidrdlisis alcalina.

Estructura

Los acilglicéridos son ésteres de la glicerina en los que uno, dos
o los tres grupos alcohol de la misma han sido sustituidos por acidos
grasos. De esta forma dan lugar, respectivamente, a los monoacilgli-
céridos, diacilglicéridos y triacilglicéridos (también llamados triglicé-
ridos o grasas).

Esterificacion

Es una reaccién entre un acido carboxilico (-COOH) y un alcohol
en la que se obtiene un éstery agua.

Al reaccionar tres moléculas de 4cidos grasos (Por ejemplo, aci-
do palmitico) con una molécula de glicerina, dan lugar a una molé-
cula de grasa mas tres de agua. Esta reaccion recibe el nombre de
esterificacion, y al producto de la misma es un éster.

AAAAAAN N HO-0H,
COOH + HO-CH
ANAANNAN
COOH HO-CH,
AAANANN
3H,0
AAANANNAN/ O
ANNANNAAN O
AVAVAVAVAVAVAV etk

Triacilglicérido



Lipidos y virus: un camino al entendimiento de la inmunofisiopatologia
de la infeccidn viral 1

Saponificacion

Los ésteres se descomponen hirviéndolos con soluciones dilui-
das de hidréxido de sodio (NaOH) o potasico (KOH). A esta reaccion
inversa se la conoce como saponificacion, obteniéndose, como pro-
ducto resultante glicerol y sales sddicas o potasicas de los acidos gra-
sos, que reciben el nombre de jabones.

3NaOH
ANANANANANAN/ T °'|CH2 H /\/\/\/\/\/\/\/COONa HO'THE

CO—O—|CH — COONa + HO-|CH
PV AVAVAYAVAYA VS VAVAVAVAVAVAVAVS

ANANANANANANT O /\/\/\/\/\/\/\/COONa HO-CR,
Triacilglicérido

Propiedades

— No poseen carga eléctrica, de ahi que también se las denomine grasas
neutras.

- Soninsolubles en agua.

— Se disuelven en disolventes organicos y son malas conductoras del
calor.

Los acidos grasos se clasifican atendiendo al estado que pre-
sentan a temperatura ambiente. Los liquidos se llaman aceites, y
estan formados por acidos grasos insaturados. Las grasas semisdli-
das (grasa de cerdo) se llaman mantecas y estdn formados por &ci-
dos grasos saturados e insaturados son. Los sdlidos se denominan
sebos, y estan formados por 4cidos grasos saturados

Ceras

Son ésteres de monoalcoholes de cadena larga con acidos gra-
sos también de cadena larga; por ello, los dos extremos de la mo-
[écula son de naturaleza hidréfoba. Son insolubles en agua, lo que
explica su funcidon impermeabilizante, se localizan en la epidermis de
las hojas, frutos, asi como en la piel de muchos animales, en el pelo
o las plumas.
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LIPIDOS DE MEMBRANA

Son moléculas anfipaticas con una zona hidréfoba, en la que los
acidos grasos estan unidos mediante enlaces éster a un alcohol (gli-
cerina o esfingosina), y una zona hidréfila, originada por los restan-
tes componentes no lipidicos que también estan unidos al alcohol.
En la Tabla Il se representan los diferentes tipos:

Tabla Il. Tipos de lipidos

Clicerolinidos a) Gliceroglucolipidos
P b) Glicerofosfolipidos, fosfoglicéridos (fosfolipidos)
a) Esfingoglucolipidos

Esfingolipidos b) Esfingofosfélipidos

GLICEROLIPIDOS

Poseen dos moléculas de acidos grasos unidas mediante enlaces
éster a dos grupos alcohol de la glicerina (posiciones a y B). Segtin sea el
sustituyente unido al tercer grupo alcohol de la glicerina se forman los:

a. Gliceroglucolipidos

Si se une un glucido. Lipidos que se encuentran en membranas
de bacterias y células vegetales.

b. Fosfolipidos

Se une el acido fosfdrico. Los fosfolipidos son lipidos saponi-
ficables que también se denominan fosfoglicéridos o glicerofos-
folipidos. Constituyen la mayor parte de los lipidos que podemos
encontrar en las membranas celulares. Poseen una glicerina esteri-
ficada por dos acidos grasos, en el C es saturado, mientras que el
del C esinsaturadoy en el carbono 3 por un grupo fosfato. El grupo
fosfato estd unido mediante enlace éster a un aminoalcohol 0 a un
polialcohol .
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Cabeza Colina Fosfolipido
Cabeza:
p°|ar Hidrofila
R Grupo fosfato Polar
— Gliceri N\
o 4 icerina /
[ ' 4
Y 5\
y /
Cola & < < -
H i 2 . ola:
hidrofébica| &. | > e
Lg N N Apolar
2 o 4
b S\
= { 7
5 N\
o
(]

Figura 2. Estructura de los fosfolipidos

Los fosfolipidos, cuando se encuentran en un medio acuoso, los
grupos hidréfilos se orientan hacia las moléculas de agua y los hidré-
fobos se alejan, ocultdandose dentro de la estructura, formando:

a. Micelas. Tienen forma mas o menos esféricas. La superficie estd
formada por las cabezas hidrdfilas que estan en contacto con
el medio acuoso, mientras que hacia el interior se disponen las
cadenas hidréfobas.

b. Bicapas. Las cabezas hidrdfilas estan en contacto con el medio
acuoso existente aambos lados de la bicapa y las cadenas hidro-
fobas se orientan hacia el interior (Figura 3).

ESFINGOLIPIDOS

Los esfingolipidos estan formados por una molécula denominada
ceramida. La ceramida esta constituida por un acido graso y una esfingo-
sina. Dependiendo de la molécula que enlace con la ceramida, podemos
encontrar fosfoesfingolipidos o glucoesfingolipidos. Los esfingolipidos
son, por tanto, lipidos complejos que derivan del aminoalcohol insatura-
do de 18 carbonos esfingosina. Los hay con o sin fosfato: fosfoesfingoli-
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LIPIDQS: LiPIp0s SAPQNIFICABLES

Son ésteres de acidos grasos, un alcohol y otras moléculas.
Tienen caracter anfipatico y en contacto con el agua forman dobles
membranas.

Forman la estructura basica de las membranas biolégicas.
- Fosfolipidos: Fosfoglicéridos y esfingolipidos.
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pidos y glucoesfingolipidos (con hidratos de carbono); la esfingosina se
halla unida a un acido graso de cadena larga mediante un enlace amida
formando la ceramida. Aparte de su papel estructural como componen-
tes de las membranas, los esfingolipidos regulan la dindmica de éstas y
forman parte de los microdominios de membrana denominados balsas
de membrana que tienen propiedades y funcionalidad propias.

LiPIDOS SAPONIFICABLES:
Esfingomielinas (fosfoesfingolipidos)
L1
Y Fimne ion
Membranas celulares ( Vainas de mielina )

Arborizacion
Nédulo  terminal

]| S de

Dendritas

Axén -, de  de Shwann

Mielina

Vaina de mielina (c. Shwann) (Célula
de Shwann)

Nucleo

Figura 4. Lipidos de membrana

Lipidos insaponificables
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ESTEROIDES

Son lipidos complejos, derivados del hidrocarburo policiclico ci-
clopentanoperhidrofenantreno. Dentro de este grupo, los mas im-
portantes son los esteroles, que poseen en el tercer carbono una
funcién alcohol (-OH). Un esterol muy abundante en los vertebrados
es el colesterol, que es un componente muy importante de las mem-
branas celulares a las que confiere fluidez. En estados patoldgicos,
se presentan problemas con el colesterol, al depositarse éste en las
paredes de los vasos sanguineos, causando asi la enfermedad cono-
cida como arteriosclerosis.

(ESTERDLES N
CHJ/C\@/L\I gi
T
Al
HO m Vitamina D,
|
ORI

30
Colesterol _/

El colesterol es también precursor de otros esteroles, como son:

Vitamina D, su ausencia provoca el raquitismo.

Hormonas sexuales andrégenas, como la testosterona.

Hormonas de la corteza suprarrenales, como la aldosterona.
TERPENOS (o isoprenoides)

Son derivados del isopreno, formados por la unién de muchas
unidades del mismo. Son muy abundantes entre los vegetales, for-
mando parte de los aceites esenciales de las plantas, a las que dan
su olor caracteristico, como el geraniol del geranio, el imoneno del
limdn, o el mentol de la menta.
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Los carotenoides estan formados por ocho unidades de isopre-
no; son, por tanto, tetraterpenos. Tienen una gran importancia bio-
[égica y estan ampliamente difundidos en la naturaleza. Dentro de
este grupo se encuentran muchos pigmentos vegetales, como xan-
tofila, responsable del color amarillo de la mayoria de las plantas, el
B-caroteno, pigmento de color rojo anaranjado, queda su color carac-
teristico a la zanahoria, entre otros.

FUNCION BIOLOGICA DE LAS GRASAS

Combustible energético. Son moléculas que liberan mucha
energia (9 Kcal/g).

- Reserva energética. Acumulan mucha energia en poco peso. Se acu-
mulan en las células adiposas de los animales y en las vacuolas de las
células vegetales.

- Aislantes térmicos. Conducen mal el calor. Los animales de zonas
frias presentan, a veces, una gran capa de tejido adiposo.

- Proteccién a distintas zonas del cuerpo del efecto de golpes o contu-
siones.

- Impermeabilizante de las plumas y los pelos.

Para recordar:

GRASAS
SENCILLOS { CERAS

SAPONIFICABLES FOSFOLIPIDOS
ESFINGOLIPIDOS

COMPUESTOS 4 ¢/ ucoLiPIDOS

LIPOPROTEINAS

ESTEROIDES

NO SAPONIFICABLES CAROTENOCIDES
VITAMINAS LIPOSOLUBLES
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FUNCIONES BIOLOGICAS DE LOS LiPIDOS

Energéticas. Almacenan gran cantidad de energia por unidad de
masa, por lo que constituyen un excelente material de reserva ener-
gético que, al no almacenarse con agua, resulta relativamente ligero.

Estructurales. La naturaleza anfipatica (bipolar) de algunos lipi-
dos (acidos grasos, fosfolipidos y glicolipidos) les permite organizar-
se en bicapas en medios acuosos, por ello, constituyen el material
ideal para formar los sistemas de membranas de las células animales
y vegetales. La particular estructura del colesterol es utilizada para
conferir “fluidez” a estas membranas.

Protectoras. La insolubilidad en agua de grasas y ceras les per-
mite desempefar funciones de aislante de la humedad. Asimismo,
la escasa conductividad térmica de las grasas del paniculo adiposo
(capa de grasa bajo la piel) de aves y mamiferos posibilita su uso
como aislante térmico. También, el tejido adiposo que rodea algunas
visceras actia como proteccion y amortiguador de golpes.

Reguladoras. Ciertas hormonas como las sexuales (andrégenos,
estrégenos y progesterona)y las hormonas de la corteza suprarrenal
son derivados del colesterol, lo que les permite atravesar la membra-
na celular con facilidad ya que ejercen su accidn desde el interior de
la célula (a diferencia de otras hormonas como la adrenalina que lo
hacen sin atravesarla). Algunas vitaminas como la A, E, Ky D también
tienen naturaleza lipidica.
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FISIOLOGIA DE LOS LiPIDOS

Los lipidos son sustancias organicas de bajo peso molecular, no
poliméricas. Entre varios tipos encontramos a la grasa neutra o trigli-
céridos, que son ésteres resultantes de la reaccién de acidos grasos
con la glicerina. Se caracterizan por ser insolubles o poco solubles
en agua y solubles en solventes organicos, estan formados por C,
H, O. A veces también participan de la estructura de los lipidos el N,
S o P, como en los fosfolipidos, que contienen fésforo y nitrégeno,
los glucolipidos que contienen hidratos de carbono y nitrégeno, y las
lipoproteinas, cuya importancia es la de ser el medio de transporte
de los lipidos en la sangre. Dentro de sus funciones se encuentran la
de proteger laintegridad de la piel, constituir entre un 50 y un 60% de
la masa cerebral, amortiguar a los drganos vitales de traumatismos,
actuar como excelentes aislantes térmicos y ser la mayor fuente de
aporte energético.

Resultan imprescindibles para la sintesis de hormonas esteroi-
deas, forman parte de membranas celulares y vainas que envuelven
a los nervios. Aquellos lipidos que se encuentran de manera liquida a
temperatura ambiente los podemos clasificar como aceites cuando
funden a menos de 30°C, como grasas cuando funden por debajo
de 42°Cy como cebos cuando estan muy sdlidos a temperatura am-
biente, con un punto de fusién mayor. Los acidos grasos simples son
estructuras carbonadas de diferentes longitudes, pero con un grupo
funcional acido en comun. Pueden ser de cadena corta (4 a 6 car-
bonos), de cadena media (6 a 12 carbonos) o de cadena larga (mas
de 12 carbonos). Segun si hay dobles enlaces entre los carbonos y la
cantidad de éstos, se los llama saturados (sin doble enlace), monoi-
insaturados (un doble enlace) o poliinsaturados (mas de un doble
enlace). Los dobles enlaces estdn en configuracion cis, pero pueden
cambiar a configuracidn trans, por isomerizacién geométrica, o des-
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plazarse a otra posicion de la cadena de carbonos, llamada isomeri-
zacion posicional. El perfil de un acido graso trans es similar al de un
acido graso saturado, presentando puntos de fusién mas elevados
que sus isémeros cis.

CIS TRANS

Recordamos... £Qué son las Grasas Cis?
Las "grasas cis" son consideradas como las grasas “buenas”. En este grupo
encontramos las omega 6 y las omega 3.

Las primeras tienen la capacidad de disminuir fuertemente el colesterol

Los Acidos Grasos Insaturados son moléculas de acidos grasos que contienen
al menos un doble enlace. Los écidos grasos son los que componen las grasas

Que consumimos diariamente. malo, tienen propiedades antiinflamatorias y tienden a disminuir el riesgo de

enfermedad coronaria. Las omega 3 también son necesarias para el
organismo, siendo saludables para la piel, son anticancerigenas y
benefician la salud mental.

¢Que son las Grasas Trans?

Los enlaces dobles en los Acidos Grasos Insaturados son muy fuertes y
previenen la rotacion de los carbonos alrededor del eje del enlace doble. Esta

rigidez da origen a los isémeros geomeétricos que consisten de arreglos de
atomos que solamente pueden cambiarse quebrando los enlaces dobles.

Estos modelos i i (proxima diapositi
los isémeros geométricos Cis y Trans del Aci noi
con los atomos de hidrégeno representados de color azul. Los prefijos latinos Cis

) demuestran
lei;

y Trans describen la orientacion de los atomos de hidrégeno con respecto al
enlace doble. Cis significa "en el mismo lado" y Trans significa "en el lado

éCuales son los alimentos con las grasas mas
saludables?

El aceite de oliva, que es muy rico en acidos
grasos i ados. EI también
tiene acidos grasos monoinsaturados. El

pescado, los aceites de girasol y maiz, los
frutos secos, etc. que son ricos en acidos

opuesto”. Los acidos grasos naturales generalmente tienen la configuracion Cis.
La forma natural del 4cido acido oleico tiene forma de "V" por la configuracion
Cis en el carbono de posicion 9. La configuracion Trans (acido elaidico) tiene
una forma recta.

grasos poliinsaturados.

Figura 5. Grasas Cis y trans

LIPIDOS COMO SUSTRATO ENERGETICO

La cantidad utilizada de glucégeno muscular para la produccion
de energia destinada a la contraccidn del muisculo depende del gra-
do de entrenamiento y de la duracidn e intensidad del ejercicio. Ade-
mas de la minima reserva rica en energia que se encuentra en forma
de fosfatos (trifosfato de adenosina y fosfato de creatina), que es
capaz de suministrar energia durante un periodo maximo de 15 se-
gundos, la mayoria de la energia liberada durante el trabajo muscular
se deriva de dos fuentes de combustibles principales: las grasas y los
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carbohidratos. Segun la intensidad del ejercicio, uno de estos com-
bustibles puede pasar a ser el principal proveedor de energia. Por
ejemplo, durante el reposo, practicamente la totalidad de la energia
que se necesita para el metabolismo basal se deriva de las grasas,
con excepcion de la requerida por el sistema nervioso central y los
glébulos rojos, que dependen de la glucosa sanguinea. La relacion
de suministro de energia en esta situacion puede ser del 90% grasa 'y
10% carbohidratos.

En la actividad intensa, el organismo movilizara glucosa desde la
reserva de glucégeno del musculo para conseguir energia. La movili-
zacion de acidos grasos dependera del tiempo y duracidén del ejerci-
cio. A mayores intensidades, el organismo comenzara a utilizar cada
vez mas carbohidratos. Esto significa que, durante las actividades de-
portivas de alta intensidad, los carbohidratos, pasan a ser el combus-
tible mas importante. La relacion entre grasa y carbohidratos pue-
de alcanzar el 30 y 70% respectivamente. La energia que se requiere
para realizar ejercicios de baja intensidad proviene principalmente
del metabolismo de las grasas, ya que, durante el mismo, se oxida la
mayor proporcion de acidos grasos libres. Las fibras de contraccion
lenta poseen mayor concentracion de triglicéridos, debido a su natu-
raleza aerdbica que las de contraccidn rapida.

En el ejercicio intenso se activaran principalmente las fibras de
contraccion rapida donde el sustrato predominante es el glucége-
no. El nivel dptimo de oxidacidn de las grasas, deriva del equilibrio
entre la maxima oxidacién de grasas (baja intensidad del ejercicio) y
el maximo consumo, encontrandose el nivel aconsejado en 60% del
O, maximo y a una frecuencia cardiaca entre el 70-75% de la maxima.
Los acidos grasos saturados son mas dificiles de utilizar que los in-
saturados, ya que es dificil romper esta molécula para atravesar las
paredes de los capilares sanguineos. Ejemplo de ello, encontramos
el palmitico (16 carbonos; CH3(CH2)14 COOH), siendo el mds abun-
dante de los saturados y el estedrico (18 carbonos), presente en las
grasas comestibles.
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Los lipidos pueden estar en el musculo como acidos grasos li-
bres pero la mayor parte de los lipidos son triglicéridos. Se denomina
asi a la unién de una molécula de glicerol con tres acidos grasos que
pueden tener diferentes largos de cadena. El higado sintetiza los tri-
glicéridos, pero también pueden incorporarse con los alimentos. La
glucosa es el sustrato primario en la lipogénesis. El organismo fabrica
acidos grasos a partir del acetil-CoA. Los acidos grasos como el pal-
mitato, pueden unirse al glicerol formando los triglicéridos y depo-
sitarse en el tejido adiposo. Al producirse la degradacion en glicerol
y acidos grasos libres, éstos podran ser utilizados como energia. Es
interesante destacar que el complejo enzimatico del 4cido graso sin-
tasa contiene siete enzimas activas en una unica estructura, lo que le
confiere una gran eficacia y le permite estar libre de interferencias.
Es por eso que es tan facil en el eunutrido (bien nutrido) producir
grasa.

Ladigestionyeltransportedeloslipidos,representaunproblema
unico para el organismo debido a que son insolubles en agua, mien-
tras que las enzimas del metabolismo de lipidos son solubles o estan
unidas a la membrana plasmatica, en contacto con el agua. Ademas,
los lipidos, y sus productos de degradacion deben transportarse
a través de compartimientos acuosos dentro de la célula o en la
sangre. Durante la digestion, el problema se resuelve empleando los
acidos y sales biliares; estos compuestos son derivados anfipaticos
del colesterol, que se forman en el higado y se acumulan en la vesicu-
la biliar. Durante la digestion se excretan al intestino donde emulsi-
fican la grasa, aumentando el drea de la interfase lipido-agua, que es
donde pueden actuar las enzimas que hidrolizan los lipidos. También
mantienen en suspension los productos de degradacién, como los
mono y diacilglicéridos.

La secrecidn de colesterol, junto con los acidos y sales biliares
es la Unica forma de eliminacidn de colesterol. La mayor parte del
colesterol y sus derivados son reabsorbidos en el intestino delgado,
y devueltos al higado por la vena porta, desde donde pueden ser se-
cretados nuevamente. Esta es la llamada circulacidn entero —hepati-
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ca, o ciclo entero —hepatico del colesterol. Algunos agentes que inte-
rrumpen la circulacion entero —hepatica se utilizan en el tratamiento
de hipercolesterolemia. Entre ellos se incluyen resinas sintéticas y
fibras solubles como la pectina de la fruta y la fibra de la avena. Estos
compuestos unen el colesterol y sus derivados, evitando asi que se
reabsorban. La Ezetimbina es un farmaco que inhibe la absorcién in-
testinal de colesterol. La degradacion de los triacilglicéridos depende
de la actividad de la lipasa pancredtica (LP) (Triacilgliérido Hidrolasa,
EC:3.1.1.3) enzima que se libera al intestino y cataliza la hidrdlisis de
triacilglicéridos en las posiciones 1y 3, formado 2- monodcilglicéridos
y acidos grasos libres. La enzima, necesita de otra proteina, llamada
Colipasa, que le facilita la unién en la interfase lipido-agua. Los acidos
grasos y monoacilglicéridos producidos por la lipasa, y el colesterol,
son absorbidos por las células del epitelio intestinal, donde se utili-
zan para volver a formar los triacilglicéridos. Los inhibidores de la LP,
como el Orlistat (Xenical) se utilizan para el control de peso debido a
que evitan la degradacion de triacilglicéridos y con ello disminuyen la
absorcion de grasas provenientes de alimentos.

Sistemas energéticos en el ejercicio

INGESTA DIARIA
|
\J v v
Hidratos de
-
Acidos Gt + Glicerol Glucosa Aminoacidos
libres

o v'Glucogenolisis 5 : =
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| METABOLISMO |
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El pancreas también secreta otra enzima para la digestion de
Lipidos, la Fosfolipasa A2, que hidroliza el enlace éster del carbono
2 del glicerol, liberando un acido graso y lisofosfolipidos, poseen
accion detergente y también participan en la emulsificacion de las
grasas. Junto con el colesterol y los acidos y sales biliares, en la bilis
también se secretan algunos fosfolipidos como la lecitina, que sirven
como sustrato de la Fosfolipasa A2, y ayudan en la emulsificacién de
las grasas. El veneno de la Cobray el de abeja, contienen Fosfolipasa
A2,y cuando se inyectan en la sangre, producen lisofosfolipidos que
destruyen las membranas celulares y producen hemdlisis. Dentro de
las células del epitelio intestinal, y de otras mas, el colesterol se este-
rifica con acidos grasos para formar Esteres de Colesterol, por accién
de la enzima Acil-CoA: Colesterol Acil Transferasa (ACAT). Los ésteres
de colesterol se almacenan en diversos tipos de células, y son em-
pleados en el Higado para formar lipoproteinas. La inhibicidn de la
ACAT se considera como una estrategia novedosa para el tratamien-
to y prevencidn de la hipercolesterolemia.

En el interior de las células intestinales, los acidos grasos libres,
que son poco solubles y tienen propiedades detergentes, se mantie-
nen unidos a una proteina citoplasmica, la I-FABP (Intestinal Fatty Acid
Binding Protein 6 proteina intestinal de unién a 4cidos grasos). La es-
tructura de esta proteina se caracteriza por la presencia de una “pinza
beta”, que es una cavidad formada por dos placas 3, casi ortogonales,
cada una con 5 segmentos de cadena 3 antiparalelas. En la sangre, los
acidos grasos se transportan unidos a la albimina sérica que es secre-
tada por el higado. Casi todos los lipidos restantes se transportan en
la sangre en los complejos supramoleculares llamados lipoproteinas.

METABOLISMO DE LOS LiPIDOS

El intestino absorbe los lipidos y son digeridos y metabolizados
antes de ser utilizados por el cuerpo. La mayor parte de los lipidos
son grasas y moléculas complejas que el cuerpo tiene que descom-
poner antes de que las pueda utilizar y se pueda obtener energia de
ellas.
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METABOLISMO DE ACIDOS GRASOS

Los &cidos grasos son los lipidos mas importantes como fuentes
y almacén de energia.

Activacion de Acidos Grasos.

Para participar en el metabolismo, los acidos grasos deben unir-
se a la coenzima-A, en una reaccién que requiere energia. La acil-CoA
sintetasa cataliza la reaccién de formacién de un enlace tioéster en-
tre el carboxilo del dcido graso y el grupo mercapto de la Coenzima
A, acoplada a la hidrdlisis del ATP hasta AMP y pirofosfato.

La reaccion esta casi en equilibrio, pero se hace irreversible por
la hidrdlisis del pirofosfato que a su vez es catalizada por enzimas
pirofosfatasas. PPi 2 + PPi, hay 3 isoenzimas de la acil-CoA sintetasa
en la membrana mitocondrial externa:

1. Acetil-CoA Sintetasa (C2-C4)
2. Octanoil-CoA Sintetasa (C6-C12)
3.  Dodecanoil-CoA Sintetasa (C10)

Ademas, de los acidos grasos normales, las isoenzimas 1y 3 tam-
bién pueden usar acidos grasos sustituidos. Todas funcionan con el
mismo mecanismo. Primero, se forma un enlace anhidro mixto entre
el carboxilo del acido graso y el fosfato a del ATP, promovido por la
eliminacidn de los fosfatos By y en forma de pirofosfato.

Los acidos grasos con menos de 12 atomos de carbono en su cade-
na, pueden entrar a la mitocondria por difusion pasiva y ser activados en
su interior. En la matriz mitocondrial también hay una enzima especifica
de acidos grasos de cadena larga, que usa GTP como fuente de energjia.
Parece importante para activar acidos muy grandes, que en ocasiones
pueden llegar libres hasta la matriz mitocondrial. Se han descrito otras
formas de Activacién entre las cuales se encuentran las siguientes:

3-Cetoacil-CoA Transferasa (Tioforasa)

Su funcidn es la activacién extrahepatica de los cuerpos cetdnicos
mediante la transferencia de la coenzima A de la succinil-CoA, interme-
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diario del ciclo de Krebs al carboxilo del acetoacetato, sin embargo,
también puede usar acidos grasos de cadena corta como aceptores.

Acil Cinasa

Esta enzima participa principalmente en la activacion de Aceta-
to y Butirato, formando un enlace anhidro carboxilo-fosfato, de alta
energia de hidrdlisis.

Fosfoacil Transferasa
La activacion tiene dos consecuencias:

1) Se forma un enlace tioéster de alta energia; 2) Los 4cidos
pierden su caracter anfipatico y son mas solubles. Los acidos grasos
libres de cadenalarga, pueden cruzan lamembranainternay ser acti-
vados en la matriz mitocondrial. Los acil-CoA formados deben entrar
a la matriz mitocondrial para ser metabolizados, pero la Coenzima A
no puede atravesar la membrana mitocondrial interna. Por lo tanto,
para que puedan entrar a la mitocondria se necesita la participacion
del aminodcido no proteinico Carnitina (L-3-Hidroxi-4-Trimetilami-
nobutirato). Completa la activacién iniciada por la enzima anterior,
transfiriendo el grupo acilo a la Coenzima A.

Biosintesis de triglicéridos

via glicolitica degradacién de triglicéridos

" glicerol-3-fosfato . o
Fosfato de deshidrogenasa Glicerol quinasa ¥
dihidr tona ——— Glicerol-3-fosf: Glicerol
NADH NAD'

’ ADP  FAve

Acil =CoA (R1),

CoA-SH D Acil transferasa
!

1-Monoglicérido

Acil =CoA (R2) |
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Acido L-a-fosfatidico

|
H0
= D¢ Fosfatasa

1,2-acildiglicérido

Figura 6.- Sintesis de Triacilglicéridos
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Carnitina Aciltransferasa 6 Acil-CoA Carnitina Aciltransferasa
Existen dos:

1. Acil-CoA: Carnitina Transferasa | (CAT-I) en la cara externa de la mem-
brana mitocondrial interna. Esta enzima es inhibida por malonil-CoA.

2. Acil-CoA:Carnitina Transferasa Il (CAT-I) en la cara interna de la mem-
brana mitocondrial interna. Ambas catalizan la transferencia reversi-
ble del grupo acilo entre carnitina y Coenzima A.

La reaccién de la CAT-I transfiere el acilo de la CoA a la carnitina,
en el lado citoplasmico de la membrana interna y la CAT-Il cataliza
la reaccién en sentido contrario, generando Acil-CoA en la matriz
mitocondrial. Esta secuencia de reacciones, mantiene separados los
depdsitos mitocondrial y citoplasmico de la coenzima A. La deficien-
cia de CAT provoca fallas en el metabolismo energético del musculo
en condiciones de ayuno, ejercicio moderado o dieta rica en acidos
grasos, que no mejoran por la administracion de carnitina. La falta
genética de las enzimas que sintetizan carnitina tiene los mismos
sintomas, pero estos se alivian con la administracion en la dieta del
aminoacido.

Carnitin:Acilcarnitina Translocasa

Esta enzima introduce la acilcarnitina, del citoplasma a la ma-
triz mitocondrial, intercambiandola por carnitina libre. La carencia de
esta enzima produce un desorden sumamente raro que se manifies-
ta con neuropatia neonatal, alteracién del ritmo cardiaco e hipoglice-
mia hipocetdnica con amonioemia.

B-OXIDACION DE ACIDOS GRASOS

En la matriz mitocondrial se realiza el ciclo de B-oxidacion, prin-
cipal via de oxidacion de los acidos grasos, que consiste en la secuen-
cia repetitiva de las reacciones que se resumen enla figura 7.

En cada paso por las reacciones de la B-oxidacion, el acido graso
sustrato pierde dos atomos de carbono. El Acil-CoA _  producto, con
dos carbonos menos que el inicial, puede tomar el lugar del acil-CoA
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Figura 7. Beta oxidacidn de acidos Grasos

original como sustrato, de manera que cuando se degrada comple-
tamente un acido graso con nimero par de atomos de carbono ini-
cial igual a n, produce un nimero de moléculas de acetil-CoA igual al
nimero de dtomos de carbono entre dos (n/2) y para ello necesita
(n/2-1) ciclos de B-oxidacidon, porque en el Ultimo paso, se produce
2 moléculas de Acetil-CoA. Ademads, en cada ciclo de B-oxidacién se
producen una molécula de FADH2 y una de NADH+H. Por ejemplo,
el acido Estedrico con 18 dtomos de carbono, produce 9 moléculas
(18/2) de acetil-CoA, en 8 ciclos de B-Oxidacion (9-1) y por lo tanto,
también produce 8 moléculas de NADH+H y 8 de FADH..

Acil-CoA Deshidrogenasa

Existen 3 isoenzimas:
1. Butiril-CoA Deshidrogenasa (C4-C8) 6 “Flavoproteina Verde”
2. Octanoil-CoA Deshidrogenasa (C8-C12) 6 “Flavoproteina Amarilla-1”
3. Palmitoil-CoA Deshidrogenasa (C10-C18) 6 “Flavoproteina Amarilla-2”
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Todas tienen 2 moles de FAD por mol de proteina. Son estereo-
especificas y forman unicamente el isdmero trans. Durante la reac-
cion, forman complejos estables con el sustrato, pero recambian con
facilidad. Las enzimas son inhibidas por su producto. El FADH, que se
forma resiste la oxidacién con Oz2 libre.

La enzima se reoxidan por accién de una flavoproteina de trans-
ferencia de electrones (FTE 6 ETF) que tiene FMN. La FTE transfie-
re los electrones a la coenzima Q (CoQ), pero NO forma parte de
ningun complejo de la cadena respiratoria. Este fue el primer caso
conocido de una enzima de 6xido reduccidon que requeria de otra
proteina para reoxidarse. Cuando se determind el mecanismo de Ia
cadena respiratoria, se vio que este es un fendmeno comun. Vale la
pena hacer notar que el trans-enoil formado es equivalente al acido
fumarico del ciclo de Krebs, y que los dos pasos siguientes también
son equivalentes a los del ciclo.

B-OXIDACION DE ACIDOS GRASOS INSATURADOS

La actividad de las enzimas de -oxidacidn, descritas hasta aqui,
permite a la célula oxidar acidos grasos saturados de cadena lineal y
con casi cualquier nimero par de carbonos. Sin embargo, la mayo-
ria de los acidos grasos naturales tiene enlaces dobles. La oxidacion
de los acidos grasos insaturados presenta variantes respecto de la
B-Oxidacidn de 4cidos grasos saturados debido a la posicién y la con-
figuracion de los enlaces dobles, que hacen necesaria la participacion
de otras enzimas, cuyas actividades se describen a continuacion.

Enoil-CoA Isomerasa

Cuando se degradan acidos con enlaces dobles que se inician en
carbonos nones, eventualmente se llega a formar un A3-Enoil-CoA,
que no es sustrato para la Enoil-CoA hidratasa, debido a la posicidon
del doble enlace. Para que puedan continuar la 3-Oxidacidn, se nece-
sita la enzima Enoil-CoA isomerasa, que los convierte en el interme-
diario adecuado, el A*-Enoil-CoA. La enzima cataliza la transposicion
y laisomerizacion simultanea del enlace doble 3-4 cis a 2-3 trans, pero
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también puede transpones enlaces 3-4 trans, por lo tanto, interven-
dra en la B-oxidacion de acidos grasos insaturados, cada vez que se
encuentre un enlace doble en carbonos nones. La reaccion esta casi
en equilibrio, pero en condiciones de alta demanda energética, el
producto se elimina rapidamente evitando asi que sea reversible.

2,4-Dienoil-CoA Reductasa

Los acidos grasos con enlaces dobles que se inician en carbono
par, por accién de Acil-CoA Deshidrogenasa llegan a formar un aci-
do dienoico, el A*,4c-Dienoil-CoA. En los mamiferos, antes de que se
hidrate, el A*,4c-Dienoil-CoA es sustrato de la 2,4-Dienoil-CoA reduc-
tasa, enzima dependiente de NADPH, que lo convierte en A3*-Enoil-
CoA.

3-Hidroxiacil-CoA Epimerasa o Racemasa

En microorganismos, la oxidacion de los acidos con enlaces
dobles que se inician en carbono par, procede hasta formar un A*-
Enoil-CoA, que al ser hidratado forma D-(-)-3-Hidroxiacil-CoA, que no
es sustrato de la Hidroxiacil-CoA Deshidrogenasa, lo cual detendria
la B-oxidacion. La Hidroxiacil-CoA Epimerasa, convierte el isdmero D
alaforma L.

La actividad de esta enzima se encuentra en los peroxisomas
de las células eucaridticas, incluidos los seres humanos. También en
algunos microorganismos, se facilita la oxidaciéon de acidos grasos
insaturados, reduciéndolos a saturados. Es interesante recordar aqui
que la Enoil-CoA Hidratasa (Crotonasa), tiene actividad de Isomerasa
cistrans y racemasa D-L. Con las enzimas estudiadas hasta aqui, es
posible oxidar casi la totalidad de los acidos grasos naturales. Sin em-
bargo, una pequefia fraccién de acidos grasos, sobre todo de origen
microbiano, tiene estructuras que no se pueden degradar totalmen-
te por B-oxidacion y su metabolismo requiere de rutas metabdlicas
adicionales.
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B-OXIDACION PEROXISOMAL DE ACIDOS GRASOS
DE CADENA MUY LARGAS

En los peroxisomas de células eucaridticas existe una via ana-
loga a la B-oxidacién mitocondrial, que generalmente se usa para
degradar parcialmente los acidos grasos con cadenas de mas de 20
carbonos, no esta claro por qué se requiere de esta via pero existe
una enfermedad genética, sumamente rara, el sindrome de Zellwe-
ger, en el cual se presentan defectos en la formacién de peroxiso-
mas, que se caracteriza por la acumulacién de acidos grasos de ca-
dena muy larga como cerético (C26) montanico (C28) y derivados
monoinsaturados, principalmente en higado y cerebro. Algunos de
los sintomas incluyen ataxia cerebelar, neuropatia crénica y retinitis
pigmentosa. La -oxidacidn peroxisomal, lo mismo que la mitocon-
drial, produce acetil-CoA y coenzimas reducidas. La mayor diferen-
Cia estd en la Acil-CoA Oxidasa, que cataliza la primera oxidacién en
el peroxisoma.

Acil-CoA Oxidasa

Esta enzima cataliza la oxidacidn del Acil-CoA, dependiente de
FAD, pero en lugar de que los electrones pasen ala CoQ comoenla
mitocondria, la enzima re-oxida el FADH, pasando los equivalentes
reductores al O, para formar perdxido de hidrégeno. De esta for-
ma, el FADH, producido en el peroxisoma no se usa para producir
energia.

El resto de la via procede en la misma forma que en la mito-
condria. La Acetil-CoA formada sale del peroxisoma y puede usarse
en el citoplasma para sintetizar acidos grasos o entrar a la mitocon-
dria para oxidarse en el ciclo de Krebs. La B-Oxidacién peroxisomal
se detiene cuando los 4cidos grasos tienen entre 12 y 16 atomos de
carbono y entonces pueden pasar a la mitocondria para continuar la
-oxidacidén hasta su degradacién completa.
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Metabolismo de Acidos Grasos con Numero Non de atomos
de Carbono o con Ramificaciéon en Carbono Par

Un acido graso de cadena lineal pero con niumero non de ato-
mos de carbono, en la dltima reaccion de tiolisis de la -Oxidacidn,
produce una molécula de acetil-CoA (C2) y una de propionil-CoA (C3),
en lugar de dos moléculas de acetil-CoA. Los acidos ramificados con
un metilo (CHB-) en carbono par, al degradarse en la B-Oxidacidn,
también producen propionil-CoA. El metabolismo de propionil-CoA
es compartido por estos acidos grasos, los aminoacidos ramificados
y la timina. Las células del higado parecen ser las mejor adaptadas, si
no es que las unicas capacitadas para metabolizar, este compuesto.

a-OXIDACION DE ACIDOS GRASOS

La a-oxidacion de acidos grasos la llevan a cabo un conjunto de
enzimas de los peroxisomas que actian sobre acidos grasos libres en
el citoplasma y los peroxisomas, por lo tanto, para ser oxidados por
esta via, los acidos grasos deben salir de la mitocondria para lo cual
se usa el sistema de la carnitina acil transferasas.

O-HIDROXILASA O FITANOIL a-HIDROXILASA O FITANOIL
DIOXIGENASA

Es una oxidasa mixta, utiliza O, para oxidar simultaneamente el car-
bono 2 del acido graso metilado y del a-cetoglutarato, que se descarboxi-
la, formando succinato. La carencia de esta enzima provoca la Enferme-
dad de Refsum, por acumulacién de acido fitanico, proveniente de los
vegetales, que no se puede degradar por ninguna otra via (Figura 8).

Q-OXIDACION

Depende de enzimas Oxidasas de funcion mixta del reticulo
endopldsmico liso, que en varios pasos sucesivos oxidan el carbono
w hasta carboxilo, produciendo acidos dicarboxilicos, que, si no se
pueden metabolizar, se eliminan en orina. La presencia en orina de
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Figura 8.- Oxidacién de los 4cidos grasos

acidos dicarboxilicos en exceso, puede ser una indicacién de desor-
denes en la oxidacién normal de 4cidos grasos.

SINTESIS DE CUERPOS CETONICOS O CETOGENESIS

La Acetil-CoA que se forma en la degradacion de acidos grasos,
no siempre se usa para producir energia. En condiciones de ayuno,
el Higado utiliza la Acetil-CoA para sintetizar cuerpos cetdnicos, que
son fuentes de energia para otros tejidos. Se conocen como cuerpos
cetdnicos al acetoacetato, el 3-hidroxibutiraro y la acetona.

ACTIVACION DE CUERPOS CETONICOS

La mayoria de los tejidos pueden utilizar el acetoacetato como
fuente de energia; incluso el cerebro puede satisfacer hasta un 15%
de sus requerimientos de energia mediante cuerpos cetdnicos. El
higado no utiliza los cuerpos cetdnicos porque carece de la enzima
necesaria para su activacion. Si a los tejidos periféricos los cuerpos
cetdnicos llegan como D-hidroxibutirato, primero lo deben oxidar a
acetoacetato, por la D-hidroxibutirato Deshidrogenasa de la matriz
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mitocondrial descrita antes, produciendo un NADH+H que se puede
usar como fuente de energia. En cambio, si llega acetoacetato, este
no necesita oxidarse y no produce ninguna coenzima reducida.

SINTESIS DE ACIDOS GRASOS

Cuando las condiciones fisiolégicas no permiten su oxidacién
y el organismo no requiere el aporte de energia de los cuerpos ce-
tonicos, la acetil-CoA se almacena en forma de acidos grasos. Para
sintetizar acidos grasos se puede usar Acetil-COA proveniente de
oxidacién de acidos grasos o del metabolismo de glicidos y ami-
nodcidos. Los dtomos de carbono para la sintesis de dcidos grasos
no pueden salir de la mitocondria en forma de Acetil-CoA, porque la
membrana mitocondrial interna es impermeable a la CoA-SH. Para
sortear esta inconveniente primero, la Acetil-CoA debe condensarse
con oxalacetato para formar acido citrico, mediante la actividad de
citrato sintasa. Cuando el nivel de energia es elevado, como cuando
se pueden sintetizar los dcidos grasos, el ciclo de Krebs se inhibe y el
citrato formado se acumula en la matriz mitocondrial y puede salir,
intercambidndose con piruvato. Invirtiendo la reaccién de la citrato
sintasa, en el citoplasma se rompe el citrato, regenerando la acetil-
CoA. Los productos del rompimiento, también sirven como fuente
de equivalentes reductores, mediante la secuencia de reacciones
que seresume y se describe en la figura 9.

INSATURACION DE ACIDOS GRASOS

Para la sintesis de acidos grasos insaturados, se usa un sistema
microsomal de transporte de electrones que depende de NADPH y
O,. El sistema de instauraciéon de mamiferos sélo introduce dobles
enlaces cis entre los carbonos 9-10; el de vegetales los introduce en
varias posiciones.
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Figura 9.- Sintesis de dcidos Grasos

Sintesis de Colesterol

El ultimo destino de la acetil-CoA que estudiamos en este curso,
es la sintesis de Colesterol. Este es un proceso complejo que se lleva
a cabo en tres etapas que se ubican en tres compartimentos celula-
res diferentes.

1. Sintesis de Acido Mevalénico. Al inicio, sigue la misma via que estu-
diamos para la cetogénesis hasta HMG-CoA, pero a partir de ahilaruta
es diferente.

2. Sintesis de Escualeno. Se efectta en el citoplasma y consiste en la
polimerizacion de Isoprenoides, derivados del Mevalonato.

3. Sintesis de Colesterol. Inicialmente, las actividades de la escualeno
monooxigenasa y epoxiescualeno ciclasa, se aislaron juntas y se con-
sideraban como una enzima que se denominaba la escualeno oxici-
clasa, nombre que aun aparece en algunos textos. los pasos finales
que convierten el lanolesterol en colesterol, incluyen insaturaciones,
reducciones y descarboxilaciones que se efectian todas en el reticulo
edopldsmico.
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Figura 10. Sintesis de Colesterol

LIPOPROTEINAS

Los lipidos exdgenos y enddgenos deben ser transportadas a
los diferentes tejidos u drganos, ya sea para almacenarlos, utilizarlos
como fuente de energia o convertirlos en productos especializados
(acidos biliares, hormonas esteroides, etc.), pero debido a que son
insolubles en agua su transporte por el plasma resulta dificultoso ya
que éste es un medio acuoso. Las lipoproteinas son macromoléculas
cuya funcién es empaquetar los lipidos insolubles en el medio acuo-
so del plasma y transportarlos desde el intestino y el higado a los te-
jidos periféricos y, desde éstos, devolver el colesterol al higado para
su eliminacién del organismo en forma de acidos biliares fundamen-
talmente.
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DEFINICION Y CARACTERISTICAS DE LAS LIPOPROTEINAS
PLASMATICAS

Las lipoproteinas plasmaticas constituyen un sistema polidis-
perso y heterogéneo de particulas de morfologia casi esférica, que
tienen un nucleo o core hidréfobo formado por lipidos no polares,
es decir, colesterol esterificado y triglicéridos (TG), y por una capa
superficial hidrdéfila que contiene colesterol no esterificado, fosfoli-
pidos (FL) y unas proteinas especificas denominadas apoproteinas
(Apo). Las Apo no solamente cumplen un papel estructural en las
particulas lipoproteicas, ademas intervienen en el metabolismo de
las mismas, en el que ejercen distintas funciones, actuando como
activadoras e inhibidoras de enzimas e interaccionan con recepto-
res celulares especificos. Actualmente son conocidas las Apo: A, B,
G, D, E, Fy G. Algunas de estas presentan isoformas (que se indican
con nimeros romanos) y se diferencian por su contenido glucidico.
También podemos mencionar que la ApoB48 presente en los quilo-
micrones (Q) que se sintetizan en el intestino, representa el 48% del
ARN mensajero de la Apo-B presente enlas VLDL, IDL y LDL conocida
como Apo-B100. Esto se produce por un mecanismo postranscripcio-
nal de corte y empalme. Las particulas lipoproteicas se diferencian
entre si por la distinta proporcién de colesterol, TAG y FL que contie-
nen, asi como por las distintas apoproteinas integradas en su estruc-
tura. La nomenclatura de las diferentes liporpoteinas presentes en el
plasma humano se basa en el hecho de que estas estan encuadradas
dentro de rangos de densidades. Cada clase posee determinada mo-
vilidad electroforética, lo que ha permitido clasificarlas de acuerdo
a su posicion en el soporte. Aunque el espectro de las lipoproteinas
plasmaticas es amplio, en la actualidad, las lipoproteinas plasmaticas
se clasifican en:

- Quilomicrones (Q): que sdlo se encuentran en el plasma normal des-
pués de una comida grasa.

- Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, del inglés very low density
lipoproteins).



Nereida Valero, Teresa Veliz, Javier Reyes, Karina Merchan, Marcela Pincay,
50 Jazmin Castro y Anyelo Durdn

- Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, intermediate density lipo-
proteins).

- Lipoproteinas de baja densidad (LDL, low density lipoproteins).
- Lipoproteina (a) o Lp(a) o “sinking pre-beta”
- Lipoproteinas de alta densidad (HDL, high density lipoproteins).

Para comprender los mecanismos metabdlicos de las lipopro-
teinas debemos tener en claro algunos conceptos. En general los re-
ceptores se hallan localizados en la membrana celular a los cuales se
unen efectores que desencadenan una secuencia de reacciones enzi-
maticas intracelulares. Las lipoproteinas se unen a receptores, como
consecuencia de esta unidn las particulas se internalizan en la célula
y dentro de ella se degradan. Existen receptores que se unen a las
lipoproteinas enteras o parcialmente degradadas, en los hepatocitos
y en células de tejidos extrahepaticos, habiendo sido estudiados en
fibroblastos, monocitos y células musculares lisas. Las lipasas son en-
zimas que actuan en el metabolismo lipidico, estas hidrolizan los TG
liberando de ellos sus constituyentes: AG y glicerol. La lipoprotein-
lipasa-1 (LPL1) ejerce su efecto sobre las lipoproteinas ricas en TG (Q
y VLDL) no degradados, estd unida por cadenas de glicosaminoglica-
nos al endotelio vascular. Es necesaria para su actividad la Apo-Cll, Ia
heparina y la insulina que conforman la “triada de activacién”. Esta
enzima libera acidos grasos (AGs) de los carbonos 1y 3 de los TGy
monoacilgliceridos.

Se encuentra en varios tejidos como el adiposo, pulmonar, car-
diaco, intestinal, renal, muscular y glandula mamaria en lactancia.
Una lipdlisis completa y eficaz es necesaria para que se exprese la
Apo-E en la superficie de los remanentes de las proteinas ricas en
TAG (PRTG), lo que permite a éstos ser reconocidos por los recep-
tores hepaticos especificos responsables de su depuracién plasma-
tica. La lipoprotein-lipasa-2 (LPL2) o Lipasa Hepatica (LH) actua so-
bre lipoproteinas parcialmente degradadas (remanentes), sobre sus
TG. No es estimulada por la Apo-Cll e insulina, si lo es por heparina.
En ocasiones tiene accidn inespecifica de fosfolipasa. La enzima es
producida por las células endoteliales de los sinusoides hepaticos.
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La enzima lecitin colesterol acil transferasa (LCAT), de origen hepa-
tico, esterifica el colesterol libre. Su cofactor es la Apo-Al. La esteri-
ficacidn tiene lugar dentro de las HDL en complejos esterificantes,
formados por colesterol libre, lecitina, Apo-Al y Apo-D. El colesterol
esterificado formado por esta enzima pasa al centro de lamoléculao
es transferido a otras lipoproteinas.

SINTESIS Y DEGRADACION DE QUILOMICRONES

En el individuo sano, una perfecta sincronizacién metabdlica
permite mantener un nivel adecuado de lipoproteinas en el plasma
a pesar de ingestas lipidicas tan variables que pueden ir desde 20gr/
dia (regimenes vegetarianos) a 100gr/dia (dieta occidental) y a pesar
de intervalos interingestas, también muy variables. Esta sincroniza-
cién depende fundamentalmente de la correcta sintesis, secrecion y
accion lipolitica de la LPL, que se encuentra bajo control hormonal y
que en periodos postprandial es sobre todo estimulada por la insuli-
na. La mayor parte de las grasas que ingerimos en la dieta se hallan
en forma de TG. En la luz intestinal son emulsionados por las sales
biliares e hidrolizados por la lipasa pancredtica a AG y MAG, los que
ingresan al interior del enterocito.

Los AG de cadena corta, de hasta 12 carbonos pasan directa-
mente a la circulacidn portal uniéndose a la albuimina, es decir que su
transporte es independiente del metabolismo lipoproteico. Los AG
de cadena larga son reesterificados con el glicerol formandose TAG,
proceso que tiene lugar en el reticulo endoplasmico liso (REL). Simul-
tdneamente en el reticulo endopldsmico rugoso (RER) del enterocito
se estan sintetizando proteinas, como la Apo-B48 y las Apo-A las que
serdn incorporados al precursor lipoprotéico en el REL, formando-
se una lipoproteina llamada quilomicrén (Q), que luego atraviesa el
aparato de Golgi donde se le agregan mas lipidos y también carbohi-
dratos, formando vesiculas que son secretadas fuera de la célula en
forma de Quilomicrén naciente (Qn) (que tiene un tamafio 5 veces
mayor a las VLDL y 10 veces mayor a las LDL). El Qn es transportado
por el conducto tordcico al torrente sanguineo y distribuyéndose en
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toda la economia. Ya en la circulacién general el Qn va “madurando”
por el aporte de Apo-C (principalmente Cll) y de Apo-E provenientes
de las HDL, convirtiéndose en Q maduro (Qm).

Los TG localizados en el nucleo de los Qm circulantes seran hi-
drolizados por la LPL1 que se localiza en las paredes del endotelio ca-
pilar unida por cadenas de hepardnsulfato. Para que esto suceda es
necesaria la presencia de heparina que libera a la LPL1 de su anclaje
al endotelio dejandola libre, para que pueda unirse luego al Qm a tra-
vés de la Apo-Cll que actiia como cofactor de la misma; finalmente
la insulina entra en accidn estimulando a la enzima. Por la hidrdlisis
de los TG se liberan AGs y Glicerol. Los AGs pueden tener 2 destinos:

1. Ser captados por los tejidos: para almacenarse o utilizarse como fuen-
te de energfa.

2. Recircular unidos a la albdmina. Como resultado de esta lipdlisis los
Qm disminuyen de tamafio, aumentando la proporcidn relativa de
colesterol, produciéndose un intercambio intraplasmatico de lipidos
neutros, pero de minima cuantia mediado por la proteina de transfe-
rencia de colesterol esterificado (CETP) y la proteina de transferencia
de fosfolipidos (PLTP). La CETP lleva moléculas de TG de las particulas
ricas en TG (PRTG), en este caso de la Q (las otras PRTG son VLDL e
IDL) hacia las HDL (ricas en colesterol) y trayéndoles a cambio una
molécula de colesterol esterificado. Por otro lado, se realiza transfe-
rencia de fosfolipidos por medio de la accién de PLTP desde el Q a las
HDL. Ademas, el Q pierde Apo-C que regresa asi a las HDL, formando-
se los Q remanentes (Qr). Este proceso tiene por objeto enriquecer
levemente las HDL en TG permitiendo que por la accidn de LPL2 se
produzca un remodelado de las HDL. Estos Qr ricos ahora en ésteres
de colesterol tienen Apo-B48 y Apo-E, siendo esta ultima ligando de
un receptor especifico localizado en la membrana de los hepatocitos
que al unirse el Qr, éste es endocitado, produciéndose su depuracién.
Una vez dentro de la célula hepatica el Qr es fagocitado por los lisoso-
mas y por accidn de sus enzimas sus componentes son disociados, los
que pueden reutilizarse para:

- Los aminodcidos para la formacién de nuevas apoproteinas.
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- El colesterol esterificado es hidrolizado dando colesterol libre
que puede excretarse por la bilis o incorporarse a la estructu-
ra de nuevas lipoproteinas. Los Q intactos son el Unico tipo
de lipoproteinas que no puede ser aterogénica ya que por su
enorme tamafio no pueden infiltrar en el espacio subendote-
lial (sitio donde se inicia y progresa el ateroma).

SINTESIS Y DEGRADACION DE LAS VLDL

El higado sintetiza continuamente TG, a partir de 2 fuentes: 1)
Reesterificando los AGs tomados del plasma con glicerol. 2) A partir
de Acetil-CoA provenientes principalmente de hidratos de carbono.
Estos TG se secretan en forma de VLDL nacientes (VLDLn), impidien-
do asi la esteatosis hepatica. También hoy se conoce la contribucidn
intestinal de VLDL. Esta lipoproteina estd constituida por la fraccién
Apo-B100, Apo-C y Apo-E. Las moléculas apoproteicas son sintetiza-
das por los ribosomas del RER de la célula. Mientras que en el REL
se realiza el ensamble con los lipidos, incorporandose también frag-
mentos de membrana del reticulo aportando fosfolipidos y coles-
terol a la estructura. Estas particulas son secretadas a la circulacion
luego de pasar por el aparato de Golgi.

En el plasma esta lipoproteina recibe mas Apo-C (en especial
Apo-Cll) cedida por las HDL, aquellas entonces se convierten en VLDL
maduras y de esta forma es un buen sustrato para interaccionar con
la LPL1 en la superficie del endotelio capilar. Esta enzima hidroliza los
TAG (en presencia de la triada de activacion) produciendo los rema-
nentes de VLDL (VLDLr) que se dirigen al higado para su catabolismo.
Como en el caso de los Q, a medida que va actuando la enzima se pier-
den algunos lipidos y apoproteinas que son transferidos a las HDL por
medio de las CETP y PLTP. Al igual que en el metabolismo de los Qr, las
VLDLr conservan la Apo-E. Las VLDLr pueden proseguir por 2 caminos:
1. Ser endocitados por las células hepaticas tras unirse a los receptores

especificos por medio de la Apo-E, con la posterior degradacion de

sus componentes.



Nereida Valero, Teresa Veliz, Javier Reyes, Karina Merchan, Marcela Pincay,
54 Jazmin Castro y Anyelo Durdn

2. Permanecer en el plasma continudndose su catabolismo por acciones
sucesivas de las LPL1, perdiendo mas TG y todo su contenido de Apo-
C, dando como resultado a las IDL.

SINTESIS Y DEGRADACION DE LAS IDL

Estas lipoproteinas se forman en el plasma por accion de la LPL1
sobre las VLDL como se explicé anteriormente, cuando se llega a per-
der toda la Apo-C. Sobre estas IDL actta la LPL2 sobre el resto de los
TG y también sobre algunos FL. La LPL2 o LH no precisa de Apo-ClI
como cofactor. El resultado de esta reaccidn enzimatica es la forma-
cién de la LDL o B-lipoproteina, de menor tamafio que la VLDL, con
alto contenido en colesterol y bajo en TG, y con un contenido apo-
proteico casi exclusivo en Apo-B100. Mientras la VLDL se cataboliza
en pocas horas la LDL lo hace lentamente a lo largo de 1 0 2 dias.

SINTESIS Y DEGRADACION DE LDL

La LDL se forma en el plasma como producto de la degradacion
de la VLDL por la accién de las LPL. Alo largo de este camino se pro-
ducen muchas lipoproteinas de composicion, tamafio y densidad
intermedias, identificandose la IDL. Esta lipoproteina carece ya de
Apo-C, por lo tanto, sobre ella va actuar la LPL2, cuya accidn es in-
dependiente del cofactor Apo-Cll. En estado post-prandial aumenta
progresivamente la concentracion de IDL en el plasma después de
un ayuno de 12 a 14 horas. Una vez constituida la LDL, ésta se encarga
de acarrear el colesterol a los tejidos periféricos donde es requerido,
para ello es reconocida por diversas células del organismo por medio
de receptores especificos que permiten regular el equilibrio intrace-
lular del colesterol. Los estudios realizados por Goldstein y Brown
en cultivos de fibroblastos humanos, nos permitieron conocer la de-
gradacion de la LDL y explicar el defecto de la hipercolesterolemia
familiar. Estos investigadores comprobaron que el catabolismo de la
LDL es mediado por receptores de membrana sensibles a la Apo-B.
Estos receptores extrahepaticos se ligan a la LDL por intermedio de
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las Apo-B pero también son aptos para unirse a la Apo-E; es por eso
que se los denomina receptores B/E (receptores duales). Una prueba
de ello es la capacidad de unidén a estos receptores de la fraccidn de
HDL rica en Apo-E.

Después de unirse al receptor, la LDL es internalizada, incorporan-
dose a la célula por endocitosis. La vesicula endocitica es atacada por
las enzimas hidroliticas de los lisosomas. EI componente proteico es
degradado a aminodcidos y los ésteres de colesterol son hidrolizados
por una lipasa acida, la colesterol ester hidrolosa que actda a pH 4, ge-
nerando colesterol libre. Este colesterol libre es utilizado para la sinte-
sis de membranas celulares, pero principalmente tiene tres funciones
reguladoras: 1) Inhibe la enzima 3-hidroxi-3metil-glutaril-CoA-reductasa,
que es la enzima clave en la sintesis del colesterol. 2) Activa a la enzima
acil-CoA-aciltransferasa (ACAT) que reesterifica el colesterol para su al-
macenamiento en forma de ésteres de colesterol. 3) Inhibe la sintesis
de mas receptores para la LDL, frenando asi la toma de mas LDL.

LIPOPROTEINAS

v'Cumplen funcién transportadora de lipidos (colesterol) desde el intestino hasta
su lugar de destino, mediante su emulsidn por los acidos biliares.

Existen diversos tipos de lipoproteinas relacionadas con el transporte de lipidos:
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Estas acciones reguladoras previenen la sobrecarga de coleste-
rol en las células. Para ser liberado de la célula el colesterol esterifi-
cado es hidrolizado por una colesterol éster hidrolasa que actua a
pH 7. El hallazgo de procesos de degradacion de la LDL, dependiente
de receptores, fue la base para el estudio de la degradacién de esta
lipoproteina en la hipercolesterolemia familiar. Los cultivos de célu-
las provenientes de pacientes heterocigotos, demostraron tener la
mitad del nimero de receptores normales, en cambio en las células
de sujetos homocigotas no se detectaba ninguna actividad de recep-
tores para la LDL. Los elevados niveles de LDL en estos casos llevan
a una ateroesclerosis precoz. En los ultimos afos cobré mucha im-
portancia el camino “scavenger” o via alternativa de degradacién de
LDL, por la cual la lipoproteina es tomada por los macréfagos por
medio de receptores diferentes; no especificos B/E. Estos macrdfa-
gos toman la LDL, la digieren y aproximadamente la mitad del coles-
terol que contenian queda depositado en el espacio citoplasmatico
apreciandose en el microscopio electrénico como células espumo-
sas. Este camino constituye el 15 % de la degradacidn de las LDL, sien-
do la via predominante en el caso de la hipercolesterolemia familiar
homocigota.

SINTESIS Y DEGRADACION DE LA HDL

Son sintetizadas y secretadas por el higado y en una menor pro-
porcidn por el intestino. La fraccidon de HDL representa un grupo he-
terogéneo de particulas, constituidas por las HDL2 que son las de
mayor tamafio y HDL3 que son mas pequenas. También se conoce
otra subfraccién: la HDL1 o HDLc o Apo-E HDLc, que por su tamafo y
densidad es similar a la subfraccién HDL2 difiriendo con esta solo en
la afinidad por los receptores de la LDL, debido a que las particulas
de HDL carecen de Apo-E. La HDLc se encuentra tanto en animales
con alto contenido en colesterol y grasas saturadas. Las HDL tienen
como funcién:

1. Constituir el reservorio de Apo-C y Apo-E, necesarias en el metabolis-
mo de las PRTG.
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2. Transportar el colesterol de los tejidos periféricos al higado, esto se
conoce como “Transporte Reverso de Colesterol”. Estas lipoprotei-
nas son secretadas en forma de HDL nacientes (HDLn) que son parti-
culas discoidales compuestas por una bicapa de fosfolipidos y coles-
terol libre rodeada de Apo-A (en especial de Al), Apo-E y Apo-C. Cabe
aclarar que las HDLn de origen intestinal no contienen Apo-C y Apo-E.
La Apo-C es sintetizada en el higado y transferida a las HDL intestina-
les cuando éstas entran al plasma.
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Figura 12. Metabolismo de las lipoproteinas

Una vez en el plasma, sobre las HDLn actta la LCAT. Esta enzima
para poder actuar, se incorpora a una fraccion de las HDL y en presen-
cia de Apo-Al como cofactor, esterifica el colesterol libre de la superfi-
cie de lalipoproteina y el proveniente de las células de los tejidos. Este
colesterol esterificado se ubica en el centro de la particula convirtien-
do su forma discoidal o naciente en esférica 0 madura representado
por las HDL2 (mas grandes, menos densas y ricas en colesterol esteri-
ficado). El colesterol recién esterificado es distribuido hacia las PRTG y
recibiendo a cambio TG, todo esto es mediado por la CETP, este proce-
so tiene por objeto enriquecer levemente a las HDL en TG permitien-
do asi la accién de la LH (que ataca los TG del interior de las HDL) se
produce el remodelado de las HDL; las HDL2 se transforman en HDL3.
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Figura 13. Composicion de las lipoproteinas

Las HDL3, por su tamafio mas pequefio, son mas aptas para atra-
vesar la pared de los capilares sanguineos y recaptar el colesterol ex-
cedente desde los tejidos periféricos que nuevamente por accion de
la LCAT se forma colesterol esterificado que se localizara en el centro
de la particula y formandose nuevamente la HDL2. De este proceso
dindmico resulta un continuo intercambio de colesterol, desde las
HDL a las PRTG, promoviendo el desplazamiento de ese colesterol
al higado para que pueda hidrolizarse y excretarse como acidos bi-
liares o incorporarse a otras lipoproteinas hepaticas. De esto se de-
duce el rol antiaterogénico de las HDL. Por ultimo, no puede dejar
de mencionar otra fracciéon de HDL solo contiene Apo-E o HDLc. Se
origina inducida por dietas ricas en colesterol. Esta HDLc tiene como
funcidn redistribuir el colesterol a los tejidos periféricos que posean
receptores B/E o llevar el colesterol directamente al higado para su
excrecion.

LIPOPROTEINA A O LP(A)

La Lp(a) fue identificada como una variante genética de las li-
poproteinas de baja densidad (LDL). Mientras ambas lipoproteinas
contienen Apo-B100. La Lp(a) presenta ademds una apoproteina de
muy variado peso molecular denominada (a) [a pequefa], unida por
un puente disulfuro a la apoB100 y cuya estructura incluye una serie
de repeticiones de un fragmento proteico denominado kringle. La
Apo-(a) es una glicoproteina y el gen que da origen a la misma esta
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en el brazo largo del cromosoma 6. La Lp(a) pese a tener Apo-B100
no es captada por los receptores especificos para LDL. La indepen-
dencia metabdlica de la LDL y la Lp(a) se pone de manifiesto en que
los inhibidores de la enzima clave de la biosintesis del colesterol la 3
hidroxi-3metil-glutaril-CoA-reductasa disminuye la concentracion de
LDL pero no actua a nivel de la Lp(a). La Lp(a) tendria actividad ate-
rogénica y trombogénica por su particular estructura similar ala LDL
y por la glucoproteina de la familia del fibrinégeno. La Lp(a) al no ser
captada por los receptores de LDL son metabolizados por los macré-
fagos es decir por la via “scavenger” y se transforma en células es-
pumosas, camino que lleva a la placa de ateroma. Otra posibilidad es
que la Lp(a) atraviese el endotelio de los capilares concentrandose
en la capa intima, para formar complejos con algunos componentes
de la matriz como proteoglicanos, glucasaminoglicanos, colageno y
también con la fibrina contribuyendo a la formacién de la placa de
ateroma.

Valores séricos normales o de referencia:

Colesterol: < 200 mg/dl 0 200 mg %

Triglicéridos: < 150 mg%

HDL: > 45 mg¥%

LDL: < 100 mg%

El valor umbral de riesgo de Lp(a) ha sido establecido en 30 mg/
dl sobre Ia base de la mayoria de los estudios de caso control. Los ni-
veles de Lp(a) también estan incrementados en condiciones clinicas
tipicamente asociadas con un aumento del riesgo aterosclerdtico ta-
les como la diabetes del adulto no insulino-dependiente e insuficien-
cia renal crdnica. Los estudios metabdlicos sugieren que los niveles
de Lp(a) son predominantemente gobernados por su tasa de sintesis
y secrecion por el higado, y que el tejido renal juega un papel impor-
tante en su catabolismo.

La alteracidn del transporte de lipidos en las lipoproteinas plas-
maticas desempefia un papel importante y fundamental en el desa-
rrollo de ciertas lesiones ateroesclerdticas que representan la princi-
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pal causa de mortalidad en los paises occidentales. Con dietas ricas
en grasas y colesterol las lesiones ateroesclerdticas de la intima de
las arterias estan representadas por células de musculo liso en pro-
liferacion y elementos del tejido conectivo como, colageno, elastina
y glucosaminoglicanos. Los esteres de colesterol estan depositados
en las células espumosas junto con los elementos del tejido conecti-
vo. La capa intima arterial no contiene normalmente capilares san-
guineos por lo que las células capilares de la arteria constituyen la
barrera para el ingreso de las lipoproteinas sanguineas. Para que las
lipoproteinas sean captadas es necesario la destruccion del endote-
lio y hay determinados factores tales como la hipertension arterial,
el tabaco y la hiperlipidemia que contribuyen a producir la lesién en-
dotelial. Tales lesiones producen la adherencia de las plaquetas, a
lo que sigue la agregacion de las mismas y la liberacién de granulos
plaquetarios, algunos de los cuales contienen factores que favore-
cen la proliferacion de las células musculares lisas de la intima. Las
células musculares lisas estimuladas también sintetizan y secretan
los elementos de tejido conectivo que se acumulan en lalesion. Enla
intima, los macréfagos captan por endocitosis fundamentalmente a
las LDL, favoreciendo la acumulacién extracelular de colesterol. Re-
sumiendo, los tres pasos principales de la formacidn de una placa en
la pared del vaso son los siguientes:

1. Migracién y proliferacion de células musculares lisas.
2. Sintesis de nuevos elementos de tejido conectivo.

3. Acumulacidn intra y extracelular de lipoproteinas plasmdticas y otros
elementos.

El perfil aterogénico se conoce como triada lipidica (lipid triad)

y actualmente esta constituida por la asociacion de: hipertrigliceride-
mia, disminucidon de HDLc, LDL densas y pequefas.

De acuerdo a esto el nuevo factor que se incorpora es el aumen-
to de los TG plasmaticos, que ahora se lo considera un factor mas en
la aterogénesis. La alteraciéon mds comun que sufre la LDL es la oxi-
dacién, mecanismo que ocurre por los lipoperdxidos. La oxidacidn se
produce en la pared arterial, estas LDL modificadas atraviesan con
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mayor facilidad el endotelio siendo captadas por los macréfagos. Es-
tas LDL son las que se conocen como LDL pequefas y densas y se
caracterizan porque tienen mayor aterogenicidad. Desde el punto de
vista bioquimico se encuentran depletadas de colesterol y con mayor
contenido relativo de Apo-B. Para producirse la depuracion plasma-
tica de las LDL, la Apo-E debe contener el genotipo E3 para que esté
completa estructuralmente, y asi ser reconocida por los receptores.
Si tenemos expresado la homocigosis E2/E2, una forma alélica mal
reconocida de las Apo-E por los receptores BJE, se va a producir una
menor depuracidn plasmatica de las LDL con la consiguiente predis-
posicion a la aterogénesis.
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CAPITULO I







VIRUS, INFECCION Y RESPUESTA
INMUNITARIA

CONSIDERACIONES GENERALES DE LOS VIRUS

Un virus es una particula infecciosa que solo puede reproducirse
cuando infecta una célula hospedera. La existencia de los virus se
establecid en 1892, cuando el cientifico ruso Dimitri Ilvanovsky, des-
cubrié unas particulas microscdpicas, conocidas mas tarde como el
virus del mosaico del tabaco. En 1898, el botanico holandés Martinus
Beijerinck denomind virus a estas particulas infecciosas. Pocos afios
mas tarde, se descubrieron virus que crecian en bacterias, a los que
se denomind bacteriéfagos. En 1935, el bioquimico estadounidense
Wendell Meredith Stanley cristalizd el virus del mosaico del tabaco,
demostrando que estaba compuesto sélo del material genético lla-
mado acido ribonucleico (ARN) y de una envoltura proteica. En la
década de 1940 el desarrollo del microscopio electrénico posibilitd
la visualizacion de los virus por primera vez. Afios después, el desa-
rrollo de centrifugas de alta velocidad permitié concentrarlos y pu-
rificarlos. El estudio de los virus animales alcanzd su culminacion en
la década de 1950, con el desarrollo de los métodos del cultivo de
células, soporte de la replicacion viral en el laboratorio. Después, se
descubrieron numerosos virus, la mayoria de los cuales fueron ana-
lizados en las décadas de 1960 y 1970, con el fin de determinar sus
caracteristicas fisicas y quimicas.

Los virus infectan todos los tipos de organismos, desde anima-
les, hongos, plantas, bacterias y arqueas. También infectan a otros
virus; en ese caso reciben el nombre de viréfagos. Los virus son de-
masiado pequefios para poder ser observados con la ayuda de un
microscopio Optico, por lo que se dice que son submicroscdpicos;
aunque existen excepciones entre los virus nucleocitoplasmaticos
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de ADN de gran tamafio, como el Megavirus chilensis, el cual se lo-
gra ver a través de microscopia dptica. Los virus “se apoderan” de
la célula y utilizan sus recursos para replicarse, basicamente al re-
programarla para convertirla en una fabrica del virus. Debido a que
no pueden reproducirse por si mismos (sin un hospedero), los virus
no tienen células: son muy pequefios, mucho mas pequefios que las
células de los seres vivos; basicamente son solo paquetes de acido
nucleico y proteinas. No obstante, los virus tienen algunas caracteris-
ticas importantes en comun con la vida basada en células. Por ejem-
plo, tienen genomas de acido nucleico con base en el mismo cédigo
genético que usan las células de todas las criaturas vivas. Ademés,
igual que la vida basada en células, los virus tienen variacion genética
y pueden evolucionar.

CONCEPTO AMPLIADO

Los virus son organismos dotados de extraordinaria simplicidad,
pertenecen a un nivel de organizacién subcelular, y marcan la barre-
ra entrelo vivo y lo inerte. No se nutren, no se relacionan, carecen de
metabolismo propio y para reproducirse utilizan la maquinaria me-
tabdlica de la célula a la que parasitan. Su simplicidad estructural y
funcional los convierte en parasitos intracelulares obligados, tanto
de bacterias (bacteriéfagos o fagos), como de las células animales y
vegetales.

Las particulas viricas, llamadas también viriones, estan constitui-
das por una molécula de ADN o ARN, nunca los dos en un mismo vi-
rus, contenida en el interior de una capsula proteica y, en ocasiones,
una envoltura membranosa. Los virus pueden considerarse como
fragmentos independizados del genoma celular que han adquirido
los genes necesarios para rodearse de una envoltura protectora y
poseen la capacidad de desplazarse de una célula a otra; mientras
que los transposones son genes que se desplazan de un sitio a otro
del cromosoma de una célula, los virus representarian a otro grupo
de genes similares, pero que por haber adquirido la capsula protec-
tora se aventuraron a dar “saltos” mayores.
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ESTRUCTURA DE LOS VIRUS

Los virus son parasitos intracelulares submicroscdpicos, com-
puestos por ARN o por acido desoxirribonucleico (ADN) -nunca am-
bos-y una capa protectora de proteina o de proteina combinada con
componentes lipidicos o glucidos. En general, el acido nucleico es
una molécula unica de hélice simple o doble; sin embargo, ciertos
virus tienen el material genético segmentado en dos o mas partes.
Los virus mas pequefos y simples estan constituidos Unicamente por
acido nucleico y proteinas. El dcido nucleico es el genoma viral, ubica-
do en el interior de la particula, asociado con un nimero pequefio de
moléculas proteicas que pueden tener actividad enzimatica o cumplir
alguna funcidn estabilizadora para el plegamiento del acido nucleico
y armado de la particula viral. Este conjunto de genoma y proteinas
intimamente asociadas es llamado “core”, ndcleo, nucleoproteina o
nucleoide. Este nucleo central esta rodeado por una cubierta protei-
ca, la capside, que junto con el genoma constituye la nucleocapside.
Las cdapsides virales estan formadas por un gran nimero de subu-
nidades polipeptidicas o capsdmeros que se ensamblan adoptando
una simetria de tipo helicoidal (nucleocapside en forma de bastdén) o
icosaédrica (particulas casi esféricas). En algunos virus mas comple-
jos, por fuera de la capside se encuentra otra cubierta, la envoltura,
que es una estructura membranosa constituida por lipidos y glico-
proteinas. Dicha cubierta viral puede ser considerada una cubierta
protectora adicional. La particula viral completa se llama virién. Los
virus son parasitos intracelulares obligados, es decir: sélo se replican
en células con metabolismo activo, y fuera de ellas se reducen a ma-
cromoléculas inertes (Figura 15).

El tamafio y forma de los virus son muy variables. Hay dos gru-
pos estructurales basicos: isométricos, con forma de varilla o alarga-
dos, y virus complejos, con cabeza y cola (como algunos bacterié-
fagos). Los virus mds pequefos son icosaédricos (poligonos de 20
lados) que miden entre 18 y 20 nandmetros de ancho (1 nanémetro
= 1 millonésima parte de 1 milimetro). Los de mayor tamafio son los
alargados; algunos miden varios micrémetros de longitud, pero no
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Figura 15.- Estructura y simetria de los virus

suelen medir mas de 100 nandmetros de ancho. Asi, los virus mas
largos tienen una anchura que esta por debajo de los limites de re-
solucién del microscopio dptico, utilizado para estudiar bacterias y
otros microorganismos.

Muchos virus con estructura helicoidal interna presentan en-
vueltas externas (también llamadas cubiertas) compuestas de lipo-
proteinas, glicoproteinas, o ambas. Estos virus se asemejan a esfe-
ras, aunque pueden presentar formas variadas, y su tamafio oscila
entre 60 y mas de 300 nandmetros de diametro. Los virus complejos,
como algunos bacteriéfagos, tienen cabeza y una cola tubular que
se une a la bacteria huésped. Los poxvirus tienen forma de ladrillo y
una composiciéon compleja de proteinas. Sin embargo, estos ultimos
tipos de virus son excepciones y la mayoria tienen una forma simple.

Los virus tienen algunas caracteristicas en comin como:
- Una cubierta protectora de proteina o capside
- Un genoma de 4cido nucleico, ADN o ARN, dentro de la capside

- Una membrana llamada envoltura (solo en algunos virus)
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Figura 16. Estructura de los virus envueltos y no envueltos

Al carecer de las enzimas y precursores metabdlicos necesarios
para su propia replicacidn, los virus tienen que obtenerlos de la célula
huésped que infectan. La replicacion viral es un proceso que incluye
sintesis separadas y el ensamblaje posterior de todos los componen-
tes, para dar origen a nuevas particulas infecciosas. La replicacion se
inicia cuando el virus entra en la célula: las enzimas celulares eliminan
la cubierta y el ADN o ARN viral se pone en contacto con los riboso-
mas, dirigiendo la sintesis de proteinas. El acido nucleico del virus se
autoduplica y, una vez que se sintetizan las subunidades proteicas
que constituyen la capsida, los componentes se ensamblan dando
lugar a nuevos virus. Una Unica particula viral puede originar una pro-
genie de miles. Determinados virus se liberan destruyendo la célula
infectada, y otros sin embargo salen de la célula sin destruirla por un
proceso de exocitosis que aprovecha las propias membranas celu-
lares. En algunos casos las infecciones son ‘silenciosas’, es decir, los
virus se replican en el interior de la célula sin causar dafio evidente.

Los virus que contienen ARN son sistemas replicativos unicos,
ya que el ARN se autoduplica sin la intervencién del ADN. En algunos
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casos, el ARN viral funciona como ARN mensajero, y se replica de
forma indirecta utilizando el sistema ribosomal y los precursores me-
tabdlicos de la célula huésped. En otros, los virus llevan en la cubierta
una enzima dependiente de ARN que dirige el proceso de sintesis.
Otros virus de ARN, los retrovirus, pueden producir una enzima que
sintetiza ADN a partir de ARN. El ADN formado actua entonces como
material genético viral.

Durante la infeccidn, los bacteriéfagos y los virus animales difie-
ren en su interaccion con la superficie de la célula huésped. Por ejem-
plo, en el ciclo del bacteriéfago T7, que infecta a la bacteria Escheri-
chia coli, no se producen las fases de adsorcidn ni de descapsidacion.
El virus se fija primero a la célula y, después, inyecta su ADN dentro
de ella. Sin embargo, una vez que el acido nucleico entra en la célula,
los eventos basicos de la replicacién viral son los mismos.

TIPOS DE ADN VIRALES

La mayoria de los virus ADN presentan un genoma bicatenario,
con excepcion de los parvovirus, constituidos por ADN monocatena-
rio. Ademas, las moléculas de ADN viral pueden ser lineales o circu-
lares.

La conformaciodn circular que presentan los Papovaviridae y He-
padnaviridae, confiere una serie de ventajas al acido nucleico respec-
to de la estructura lineal, otorgdndole proteccidn frente al ataque de
exonucleasas, facilitando la replicacién completa de la molécula 'y su
posible integracion al ADN celular. En el caso de los papovavirus, el
ADN puede presentar tres conformaciones: la forma | corresponde a
la molécula circular covalentemente cerrada y superenrollada sobre
si misma. Si se produce una ruptura en una union en una de las cade-
nas, la doble hélice se desenrolla y resulta una molécula circular rela-
jada (forma I1). Por tltimo, la forma Il es el resultado de una ruptura
en la otra cadena que origina una molécula bicatenaria lineal.

El ADN circular de los hepadnavirus tiene una estructura muy
peculiar y de caracteristicas unicas dentro de los ADN virales: una de



Lipidos y virus: un camino al entendimiento de la inmunofisiopatologia
de la infeccidn viral 73

las cadenas (S, corta) es incompleta, de manera que el 15-50% de la
molécula es monocatenaria; la otra cadena (L, larga) presenta rup-
tura en un Unico punto de la molécula y ademas tiene una proteina
unida covalentemente en el extremo 5°.

TIPOS DE ARN VIRALES

Los ARN de los virus animales son en su gran mayoria de cadena
simple, siendo Reoviridae y Birnaviridae las Unicas familias que pre-
sentan como genoma ARN bicatenario. En algunos grupos de virus,
el ARN gendmico estd segmentado en varios fragmentos, cuyo nu-
mero es caracteristico de cada familia.

Ademas de las caracteristicas fisicas y quimicas mencionadas, la
polaridad o sentido de la cadena de ARN es una propiedad fundamen-
tal utilizada para definir los distintos tipos de ARN viral. Se parte de
definir como polaridad positiva la secuencia de bases correspondiente
al ARNm y polaridad negativa a la secuencia complementaria a la del
ARNm. Un virus es de cadena positiva cuando su ARN gendmico tiene
la polaridad que le permite actuar como ARNm, o sea ser traducido en
proteinas, inmediatamente después de haber entrado a la célula.

Por el contrario, en los virus de polaridad negativa el ARN gend-
mico tiene la secuencia complementaria al ARNm viral; por lo tanto,
cuando se produce la infeccidn y el ARN viral entra en la célula debe
sintetizar la cadena complementaria que sera el ARNm. Para ello, los
virus de polaridad negativa llevan en el viriéon asociada a su geno-
ma una ARN polimerasa dependiente de ARN, enzima denominada
transcriptasa, que efectua la transcripciéon del ARN mensajero a par-
tir del ARN gendémico.

Los virus se clasifican en base a su morfologia, composicidn qui-
mica y modo de replicacidon. Los virus que infectan a humanos fre-
cuentemente se agrupan en 21 familias, reflejando sélo una pequefia
parte del espectro de la multitud de diferentes virus cuyo rango de
huéspedes van desde los vertebrados a los protozoos y desde las
plantas y hongos a las bacterias.
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NOMENCLATURA

El nombre de los virus obedece a distintas consideraciones. Al-
gunas veces se debe a la enfermedad que ellos producen, por ejem-
plo, el virus polio se llama asi porque produce la poliomielitis. Tam-
bién puede deberse al nombre de los descubridores como el virus del
Epstein-Barr, o a caracteristicas estructurales de los mismos como
los coronavirus. Algunos poseen un nombre derivado del lugar don-
de se los hallé por primera vez, tal es el caso del virus Coxsackie o
Norwalk.

El Comité Internacional de Taxonomia de virus (International
Committee on taxonomy of viruses: ICTV, por sus siglas en inglés)
ha propuesto un sistema universal de clasificacion viral. El sistema
utiliza una serie de taxones como se indica a continuacion:

Orden (-virales)

Familia (-viridae)

Subfamilia (-virinae)

Género (-virus)

Especie ()
Ejemplo: Familia Flaviviridae, Género Flavivirus, Especies: Virus
de la Fiebre Amarilla, Virus Dengue, Virus de la Encefalitis de San Luis.

30.000 virus se agrupan en 3600 especies, en 164 géneros y 71
familias (http://life.bio2.columbia.edu/ICTVdB)

Los virus animales han evolucionado de manera de adaptarse
a las posibilidades que le brinda la célula para llevar a cabo la trans-
cripcion. La célula eucariota sintetiza sus ARNm en el nucleo, a par-
tir de un molde de ADN Yy utilizando la enzima ARN polimerasa I,
dependiente de ADN también de localizacidn nuclear. Por lo tanto,
solo aquellos virus con un genoma de ADN y que llegan al nucleo
de la célula pueden utilizar las enzimas celulares para transcribir sus
mensajes. Si el virus debe sintetizar sus ARNm en otras condiciones
(por ejemplo, a partir de un templado de ARN o a partir de ADN en ci-
toplasma), debe necesariamente traer todas las enzimas correspon-
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dientes (ARN polimerasa ARN dependiente o ARN polimerasa ADN
dependiente, respectivamente) como proteinas constitutivas del vi-
rién o tener codificada en el genoma la informacidén para sintetizarlas
en la célula infectada.

Las caracteristicas estructurales de los ARNm virales son simila-

res a las de los ARNm celulares. Se pueden reconocer en la actuali-
dad 7 grandes grupos de familias de virus animales:

Grupo 1(virus ARN de polaridad positiva): El ARN viral monocatenario
es ARNm, por lo tanto, es inmediatamente traducido en proteina viral
luego que el virus ha entrado en la célula.

Grupo 2 (virus ARN de polaridad negativa): EI ARN viral debe ser trans-
cripto a su cadena complementaria para obtener el ARNm que sea
traducido en proteinas. Esta transcripcion es efectuada por una trans-
criptasa (ARN polimerasa ARN dependiente) presente en el viridn.

Grupo 3 (virus ARN de polaridad ambos sentidos): Los dos fragmentos
de ARN en Arenaviridae y algunos fragmentos de Bunyaviridae son de
polaridad mixta. La mitad de la secuencia de nucledtidos tiene la po-
laridad positiva del ARNm y la otra parte del genoma es de polaridad
negativa. Por lo tanto, también traen como proteina constitutiva del
virién una transcriptasa que permite transcribir ARNm subgendémico a
partir de la secuencia gendmica de polaridad negativa.

Grupo 4 (virus ARN de doble cadena): El ARNm es transcripto a partir
de la cadena negativa del genoma por una ARN polimerasa ARN de-
pendiente asociada al viridn.

Grupo 5 (Retroviridae): Es una familia excepcional dentro de los virus
ARN ya que el viridn tiene asociada una enzima ADN polimerasa ARN
dependiente (transcriptasa reversa: revierte el flujo de informacion
genética de la célula eucaridtica que es ADN-ARN). Esta enzima sin-
tetiza a partir del ARN cadena simple de polaridad positiva viral una
cadena complementaria de ADN negativo, que luego es convertido en
ADN doble cadena. Este ADN bicatenario se integra al genoma celular
y actia como templado para la sintesis de los ARNm virales.

Grupo 6 (virus ADN de doble cadena): el ADN viral es transcripto a
ARNm por una ARN polimerasa ADN dependiente viral o celular, se-
gun la familia.
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— Grupo 7 (virus ADN de cadena simple): EI ADN viral monocatenario
es convertido en bicatenario a partir del cual se transcriben luego los
ARNm virales utilizando la ARN polimerasa celular.

ADN iridoviricies

VIRUS DE
ANIMALES

ARN

Figura 17. Clasificacién de los virus por su material genético

Para traducir sus proteinas a partir de los ARNm, todos los virus uti-
lizan el sistema provisto por la célula huésped, tanto ribosomas como
factores de iniciacién y demas elementos. Por lo que deben adaptar sus
ARNm a los requerimientos de la maquinaria celular. En este aspecto
la principal restriccion que impone la célula es la necesidad de que los
ARNmM sean monocistrénicos, o sea con un Unico punto para iniciacion
de latraduccién en el extremo 5" del ARNm, que es leido en forma com-
pleta por el sistema celular dando como resultado una Unica proteina.
Esta necesidad resulta a partir del hecho de que los ribosomas eucario-
ticos son incapaces de iniciar la traduccion en el interior de un transcrip-
to policistrénico, o sea cortar la lectura de un ARNm en una sefial de
terminacion y reiniciar la traduccién en una sefial de iniciacién contigua
para comenzar con la sintesis de otro polipéptido.
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REPLICACION DEL ACIDO NUCLEICO VIRAL

El ciclo de multiplicacidn viral se define como la serie de etapas
secuenciales que transcurren desde el contacto inicial de un virus
con una célula huésped hasta la liberacidn a partir de la misma célula
infectada, de la progenie de nuevos viriones. La replicacién viral se
diferencia del proceso de divisidn celular usado por células procario-
tas y eucariotas (No se dividen ni aumentan de tamafo). La particula
viral se desintegray se sintetizan “de novo” cada uno de sus compo-
nentes para luego ensamblarse dentro de la célula huésped.

Virus con genoma de ADN: Los virus llevan a cabo la duplicacion
de su ADN por medio de mecanismos y herramientas similares a los
empleados por la célula para replicar su material genético. Lareplica-
ciéon del ADN viral es generalmente semiconservativa, es decir cada
cadena del ADN parental se conserva y por apareamiento con las
bases complementarias se duplica, produciéndose como resultado
final dos moléculas de ADN, cada una de las cuales esta formada por
una cadena de ADN parental y una cadena sintetizada “de novo”.

Virus con genoma de ARN: A diferencia de lo que sucede con el
ADN, la replicaciéon del ARN es un fenédmeno unico de los virus ya que
la maquinaria genética de la célula se basa exclusivamente en el uso
del ADN como templado (ADN-ADN o ADN-ARN). Por lo tanto, para
la duplicaciéon de su genoma, asi como acontecia para la sintesis de
sus ARNm, los virus ARN deben necesariamente aportar la enzima
ARN polimerasa ARN dependiente.

ADSORCION

El evento inicial en el ciclo de vida de un virus es la unién del
mismo con la célula huésped a través del proceso de adsorcidn.
Esta unidn especifica se establece entre una molécula presente en
la membrana celular (receptor) y una proteina externa del virién.
Algunos receptores virales han sido identificados y son en general
carbohidratos, lipidos o proteinas de la membrana plasmatica. Asi, la
susceptibilidad o resistencia de una célula a la infeccidn esta deter-
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minada por la presencia o ausencia de receptores especificos. La im-
portancia de la carencia de receptores se demuestra indirectamente
porque es posible infectar exitosamente células no susceptibles a
algunos virus utilizando acido nucleico desnudo (transfeccién).

La unidn virus-célula ocurre en dos etapas: una primera union
reversible por atraccidn electrostdtica, facilitada por la presencia de
cationes: la adsorcidn irreversible se produce cuando se establece la
unidn polivalente virus-célula, ya que suele haber muchas copias de
los receptores en la célula y multiples sitios de unidn en el virién.

PENETRACION

Una vez establecida la adsorcidn, los virus pueden entrar en la
célula a través de tres mecanismos diferentes: endocitosis mediada
por receptor, fusidon con la membrana plasmatica y traslocacion a
través de la membrana plasmatica. Se acepta en la actualidad que
los virus desnudos pueden entrar en la célula por traslocacién o por
endocitosis mientras que los virus envueltos penetran por endocito-
sis o por fusion.

En la endocitosis mediada por receptor el virus utiliza la misma
via de entrada que emplean muchas macromoléculas fisioldgicamen-
teimportantes como nutrientes hormonasy factores de crecimiento.
El virus absorbido a su receptor va quedando encerrado dentro dein-
vaginaciones de la membrana plasmatica recubiertas de una protei-
na llamada clatrina, que forman primero un hueco recubierto y luego
una vesicula. De este modo el virién intacto entra en el endosoma. El
pH acido del endosoma (5 a 5,5) produce cambios conformacionales
en las proteinas del virion que permiten la fusién de la membrana del
endosoma con la membrana externa del virus y expulsan el genoma
viral al citoplasma celular para su libre expresion.

El mecanismo de fusidn directa de la envoltura viral con la mem-
brana plasmatica celular es utilizado por ciertos virus envueltos
como los Herpes y Paramixovirus. Estos virus poseen en su envol-
tura glicoproteinas con capacidad de fusién independiente del pH,
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es decir, que a un pH neutro ocurre la fusién a nivel de la membrana
celular liberando el genoma al citoplasma. A diferencia de la entrada
por endocitosis, en este caso en ningin momento se ven viriones
intactos dentro de la célula. Esta capacidad de fusion con membrana
plasmatica que tienen ciertos virus ha permitido su utilizacion como
agentes fusogénicos para la obtencidn de hibridos celulares. Por ul-
timo, algunos virus desnudos como los Adenovirus parecen entrar
directamente a través de la membrana plasmatica mediante un pro-
ceso de traslocacion.

DESNUDAMIENTO

El desnudamiento ocurre simultdneamente o después de la pe-
netracidon y comprende la eliminacién de todas o parte de las cubier-
tas proteicas que rodean al acido nucleico viral, de manera de dejar
expuesto dentro de la célula el genoma viral desnudo o asociado a
alguna enzima para que pueda expresarse. En algunos casos sdlo se
remueve parte de la capside viral y en esas condiciones el genoma
expresa sus funciones. Para otros virus complejos, como por ejem-
plo los Poxvirus, el desnudamiento parece ocurrir en dos etapas: en
la primera hay remocidn de ciertas cubiertas proteicas por enzimas
celulares, parte del genoma es transcripto en esas condiciones y lue-
g0, en una segunda etapa, y a través de una proteina codificada por
el virus, se produce el desnudamiento total del genoma.

En general el desnudamiento es un proceso dificil de estudiar
y establecer con precisidn sus caracteristicas por la rapidez con que
ocurre y la dificultad en separarlo temporalmente de la penetracion.
Es por ello que se suele denominar internalizacion del virién al con-
junto de ambos eventos, penetracion y desnudamiento.

En las etapas tardias del ciclo de multiplicacién viral las molé-
culas de acido nucleico y proteinas virales sintetizadas en la célula
infectada deben ensamblarse para formar los nuevos viriones y salir
al espacio extracelular para estar en condiciones de infectar nuevas
células. Este proceso de maduracion y ensamble, también denomi-
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nado morfogénesis, comprende el armado de la cdpside a partir de
las unidades estructurales y luego la formacidn del virién completo.
El mecanismo va a diferir en base a dos propiedades del virién: la es-
tructura de la capside y la presencia o no de envoltura.
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Figura 18. Fases de la replicacion del dcido nucleico viral

BIOSINTESIS DE MACROMOLECULAS VIRALES

Se basa en la expresidn de la informacidn contenida en el geno-
ma que permitird la biosintesis de proteinas y acidos nucleicos cons-
tituyentes de la nueva progenie. Comprende tres tipos de eventos:

a. Transcripcién: produccion de ARNm virales.

b. Traduccién de los ARNm en proteinas estructurales (son todas
aquellas proteinas constitutivas del viridn) y no estructurales
(que se sintetizan en la célula infectada a partir del genoma viral
y cumplen distintas funciones durante el ciclo de vida del virus,
pero no forman parte del viridn; por ejemplo: polimerasas, pro-
teasas, proteinas para el ensamble, entre otras)
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c. Replicacion del genoma viral para obtener copias del mismo
que junto con las proteinas estructurales formaran la progenie
de viriones.

La diversidad de mecanismos por los que los virus se aseguran
que estos tres procesos ocurran y se fabriquen los componentes del
virion se refleja en la amplia variacion de tipos estructurales de ge-
nomas virales. El punto clave para que pueda haber expresién del
genoma viral en la célula huésped esta representado por la sintesis
de las proteinas codificadas en el mismo, para lo cual previamente
se requiere la transcripcion de los correspondientes ARNm. La repli-
cacion puede producirse en el ndcleo o en el citoplasma de la célula,
dependiendo del acido nucleico que posean. Los virus que contienen
ARN se replican en el citoplasma, los virus que contienen ADN se re-
plican en el ndcleo. Hay excepciones, por ejemplo: virus de la viruela
(ADN) en el citoplasma, VIH (ARN) en el nticleo, entre otros. La sinte-
sis proteica se realiza siempre en el citoplasma.
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MECANISMOS DE REPLICACION: CICLO VITAL DE LOS VIRUS

Ciclo litico

Se denomina asi porque la célula infectada muere por rotura al
liberarse las nuevas copias virales. Consta de las siguientes fases:

Fase de adsorcidn o fijacién: El virus se une a la célula hospeda-
dora de forma estable. La unidn es especifica ya que el virus recono-
ce complejos moleculares de tipo proteico, lipoproteico o glucopro-
teico, presentes en las membranas celulares.

Fase de penetracidon o inyeccidn: el acido nucleico viral entra en
la célula mediante una perforacién que el virus realiza en la pared
bacteriana.

Fase de eclipse: en esta fase no se observan copias del virus en
la célula, pero se estd produciendo la sintesis de ARN, necesario para
generar las copias de proteinas de la cdpside. También se produce la
continua formacién de acidos nucleicos virales y enzimas destructo-
ras del ADN bacteriano.

Fase de ensamblaje: en esta fase se produce la unién de los cap-
someros para formar la capside y el empaquetamiento del acido nu-
cleico viral dentro de ella.

Fase de lisis o ruptura: conlleva la muerte celular. Los viriones salen
de la célula, mediante la rotura enzimatica de la pared bacteriana. Estos
nuevos virus se encuentran en situacion de infectar una nueva célula.

CICLO DE LOS VIRUS

Fases del Ciclo Litico

Fijacion o adsorcién o
Penetracién 2ty
- s (O
Eclipse f:\- P4 / -
Ensamblaje g
A T A
Liberacién b\’/:*w —hbed
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Ciclo lisogénico

Las dos primeras fases de este ciclo soniguales a las descritas en
el ciclo anterior. En la fase de eclipse el acido nucleico viral en forma
de ADN bicatenario recombina con el ADN bacteriano, introducién-
dose en éste como un gen mas. Esta forma viral se denomina profa-
g0, 0 virus atenuado, mientras que la célula infectada se denomina
célula lisogénica.

En este estado el profago puede mantenerse durante un tiempo
indeterminado, pudiendo incluso, reproducirse la célula, generando
nuevas células hijas lisogénicas. El profago se mantendra latente has-
ta producirse un cambio en el medio ambiente celular que provoque
un cambio celular, por ejemplo, por variaciones bruscas de tempe-
ratura, o desecacion, o disminucidn en la concentracién de oxigeno.
Este cambio induce a la liberacidn del profago, transformandose en
un virus activo que continua el ciclo de infeccién hasta producir Ia
muerte celulary la liberacidn de nuevos virus.

o]
- B _—

. . s = G > o)>o o) B
Ciclo Lisogénico -~ "« _
—> ciclo lisogénico & ¢)&
—>» ciclo litico A P

El virus penetra la célula pero no la destruye.

EI ADN viral se integra al ADN de la célula
formando parte de su patrimonio genético.

Cuando la célula se reproduce, también duplica
el ADN viral que trae integrado y que se
mantienen en forma latente dentro de ella.

La célula puede reproducirse varias veces
dando lugar a muchas células que contienen al
virus latente.
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Para recordar:

Conceptos fundamentales en virologia

Provirus: es el genoma viral que se incorpora al de la célula hospedan-
te. Un provirus es cuando el DNA viral se integra a un cromosoma de
la célula hospedadora. En los retrovirus, como el virus de lainmunode-
ficiencia humana (HIV), el genoma viral es transportado al niicleo de la
célula infectada, donde se integra a un cromosoma celular mediante
la accidn de laintegrasa viral. Como provirus, el HIV estd protegido del
sistema inmune del hospedero y de los farmacos antivirales. A veces
el provirus se replica cuando se replica el DNA de la célula hospedado-
ra. En otros casos el provirus se expresa y produce nuevos virus, que
pueden infectar las células adyacentes

Virién: es la particula viral completa, con capacidad infectante. es la
particula viral completa y con capacidad infectante. En la replicacién
viral, no todas las particulas virales maduran y se ensamblan correcta-
mente y esto puede dar lugar a virus defectivos; estos Ultimos pueden
provocar interferencias con otros virus, pueden unirse a receptores
celulares o bien pueden multiplicarse solo en presencia de otro virus.
Este es el caso del virus de |a hepatitis D, que necesita la envoltura del
virus de la hepatitis B para formar su propio virion. Ademads, por ser
defectivo carece de la capacidad de replicarse en forma auténomay

solo puede hacerlo en células infectadas por el virus de la hepatitis B.

Prién o agente infeccioso no convencional: son hebras de proteinas
autorreplicantes. No forman una cdpside ni se les ha detectado, aso-
ciados con ellas, acido nucleico alguno. Son proteinas anormalmente
plegadas que pueden producir cambios en otras proteinas causando
su agrupamiento. Los priones causan infecciones lentas del sistema
nervioso central en el hombre y en el ganado (encefalitis espongifor-
me bovina o “mal de la vaca loca”; scrapie, ‘“tembladera” o “prurito
lumbar” de los ovinos, etc.). Las enfermedades humanas son el kuru,
la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob o demencia presenil, el sindrome
de Gerstmann-Straussler-Sheinker y el insomnio familiar fatal. El kuru
o ataxia degenerativa, que produce agitaciéon o temblores, se obser-
v6 en algunas tribus de Nueva Guinea con habitos canibalisticos. Los
priones son muy resistentes a la accién de los desinfectantes y a algu-
nos métodos de esterilizacidn
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d lula hospedadora.

* Cada vez que se reproduce
la célula hospedadora lleva
el virus en su propio
material genético, de

generacion en generacion.

* Noimplica la lisis de la
célula hospedadora.

MECANISMOS DE TRANSMISION VIRAL

Los virus pueden transmitirse por distintos mecanismos, como
el contacto directo de una persona a otra, indirecto a través de fémi-
tes (objetos inertes contaminados) o por gotitas que se eliminan al
hablar, toser o estornudar. Otras formas de adquirir enfermedades
virales son la transmisién vertical (de la madre al hijo), sexual (por
contacto con lesiones o secreciones genitales infectadas), el tras-
plante de drganos, las picaduras de insectos y por la via parenteral.
En esta ultima, el ingreso viral se produce mediante transfusiones
de sangre o sus derivados, agujas y jeringas contaminadas (adictos a
drogas intravenosas que comparten agujas), hemodialisis.

Las enfermedades virales o virosis tienen distintas puertas de
entrada o formas de ingreso al organismo, a continuacién, se men-
cionan algunos ejemplos de cada una:

- Respiratoria o inhalatoria: por esta via, que es muy frecuente, ingre-
san los virus que producen gripe, resfrio, sarampidn, rubéola, pape-
ras, varicela.
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“Mecanismos de contagio.

Vias de transmision
de microorganismos

Via
aérea

Vehiculo
comdn

Contacto
directo

Agua o alimentos
contaminados

Heridas y
vectores

Digestiva o via fecal-oral: los virus de la hepatitis Ay E, de la poliomie-
litis, el rotavirus, el virus Coxsackie A (agente etiolégico de la herpan-
gina y de la enfermedad mano-pie-boca).

Piel: los poxvirus (virus de la viruela y virus del molusco contagioso),
los virus herpes simple tipos 1y 2 y los distintos tipos de virus del papi-
loma humano (HPV). Transcutdnea: por picaduras de insectos —como
los virus dengue y de la fiebre amarilla— o por mordeduras de animales
infectados por el virus de la rabia.

Transplacentaria: algunos virus que atraviesan la placenta producen
malformaciones congénitas en el feto, como el de la rubéola y el cito-
megalovirus (CMV).

Genital: los virus herpes simple tipos 1y 2, citomegalovirus (CMV),
virus papiloma humano (HPV), virus de inmunodeficiencia humana
(HIV), virus de hepatitis By D, zika.

Parenteral: por esta via ingresan el virus de inmunodeficiencia huma-
na (HIV) y los virus de la hepatitis B, Cy D.
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CONSECUENCIAS DE LA INFECCION VIRAL

Los efectos de los virus sobre las células que infectan pueden ser:

EFECTO CITOPATICO

Consiste en que la infeccidn virica puede causar la muerte de
la célula. Su lisis tiene lugar al liberarse los nuevos virus o en etapas
anteriores debido a la alteracidn en la sintesis de proteinas estructu-
rales (bien por la competencia con el RNA viral con el celular o por
liberacion de enzimas lisosomales).

Pueden alterar componentes del citoesqueleto, utilizar sustra-
tos y enzimas de la célula para su reproduccion o inducir a ribosomas
y aparato de Golgi a producir sus proteinas, asi como a las DNA-poli-
merasas para replicar su genoma.

En las células infectadas es frecuente observar inclusiones debi-
das a acimulos de viriones completos, capsides u otros componen-
tes. Las inclusiones pueden ser: intranucleares (herpes simple), intra-
citoplasmadticas (viruela, rabia) o mixtas (citomegalovirus).

Efecto citopatico

efecto citopatico caracteristico del Ce!ula muitlnuc!eada (sincitio) en
preparaciones de cortes de nodulos linfaticos de un paciente con una
infeccion por el VIH-1.
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PERSISTENCIA INTRACELULAR

Ciertos virus son incapaces de lisar a las células huésped o de al-
terar sus procesos de sintesis. Por el contrario, permanecen en ellas
durante largos periodos de latencia, no siendo detectables (ejemplo:
DNA virus). La célula queda alterada y su nuevo estado de transfor-
macidén requiere la presencia del virus para mantenerse. Asi, por
ejemplo, en las infecciones por el virus de la varicela-herpes zoster
se describe una compleja y estrecha asociacion entre el ntcleo y los
organulos intracitoplasmaticos.

INTEGRACION Y TRANSFORMACION DE LA CELULA HUESPED

Algunos virus provocan infecciones persistentes y tumores en
la célula que infectan. Destacan, por ejemplo, los virus asociados a
tumores como papilomas de piel y mucosas, en los que se liberan
continuamente células repletas de nuevos elementos virales.
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< TIPOS DE INFECCION VIRAL

Virus —

Infecciones agudas

virus influenza
virus hepatititis A

Infecciones latentes

virus hepes simplex
virus varicella-zoster

wvirus de la hepatitis B

[1\
Infeccién crénica
+
+

virus de la inmunaodeficiencia humana /

Infeccién lenta i

Enfemedad precoz — meses o ahos —» enfermedad tardia

INFECCIONES ABORTIVAS

Tiene lugar cuando la célula huésped carece de algun enzima
necesario para la replicacién, de forma que los virus sufren replica-
ciones incompletas, en las que falta, bien el genoma, bien proteinas

de la capside.

CONCLUSIONES

El surgimiento y resurgimiento de los virus se deben en parte a
su relativo bajo nivel de complejidad, por lo que pequefios cambios
en su informacién genética ocasionan grandes cambios en su estruc-
tura y funcionamiento general, lo cual permite evadir la respuesta
inmunoldgica de los organismos, variar sus comportamientos dentro
de las células hospederas y perder su sensibilidad a tratamientos co-
munes para esas enfermedades.
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Se ha discutido mucho si los virus son 0 no seres vivos. Por una
parte, se reproducen, aunque dependientes de la célula de la que uti-
lizan enzimas y ribosomas; no metabolizan substancias para producir
energia, y solo tienen un tipo de acido nucleico, ADN o ARN; ademas
son cristalizables. Posiblemente, sistemas parecidos a los virus, pero
de vida libre, fueron los primeros seres vivos.

El estudio del origen y de la evolucidn de los virus se ve dificulta-
do por la falta de restos fdsiles. Los sintomas de enfermedades vira-
les que conocemos actualmente pueden ser rastreados sélo hacia el
comienzo de los registros de la historia humana.

Después del reconocimiento de los virus como causantes de en-
fermedad, la virologia ha evolucionado muy rapido, incluso los virus
fueron de los primeros modelos para el estudio del funcionamiento
del genoma, conocimiento indispensable hoy en dia para el trabajo
de investigacion en ciencias bioldgicas.

Actualmente se considera a los virus no sélo como causantes
de enfermedades sino también como agentes muy importantes que
colaboran en el mantenimiento del equilibrio ecolégico.
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CAPITULO IV







INFECCION VIRAL Y RESPUESTA INMUNE

LOS VIRUS EN LA MEDICINA

Los virus representan un reto importante para la ciencia médica
en su combate contra las enfermedades infecciosas. Muchos virus
causan enfermedades humanas de gran importancia y diversidad y
dependen muchas veces de los factores del hospedero y propias de
los agentes virales.

Entre las enfermedades virales se incluye el resfriado comun, que
afecta a millones de personas cada afio. Otras enfermedades tienen
graves consecuencias. Entre éstas se encuentra la rabia, las fiebres he-
morragicas, la encefalitis, la poliomielitis y la fiebre amarilla. Sin embar-
go, lamayoria de los virus causan enfermedades que sdlo producen un
intenso malestar, siempre que al paciente no se le presenten complica-
ciones serias. Algunos de éstos son la gripe, el sarampidn, las paperas,
la fiebre con calenturas (herpes simple), la varicela, los herpes (tam-
bién conocidos como herpes zdster), enfermedades respiratorias, dia-
rreas agudas, verrugas y la hepatitis. Otros agentes virales, como los
causantes de la rubéola (el sarampidn alemdn) y los citomegalovirus,
pueden provocar anomalias serias o abortos. El sindrome de inmuno-
deficiencia adquirida (SIDA), esta causado por un retrovirus. Se cono-
cen dos retrovirus ligados con ciertos canceres humanos.

RESPUESTA CELULAR ANTIVIRAL Y CARACTERISTICAS
ANATOMOPATOLOGICAS DE INFECCION VIRAL

El huésped se sirve de diversos mecanismos para enfrentarse a
la infeccidn virica. El mas significativo es la produccion de anticuerpos
neutralizantes frente a viremias por lisis celulary liberacién de viriones.
Asi mismo, la inmunidad celular juega un papel fundamental, ya que la
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infeccidn se transmite, precisamente, de célula a célula. Las caracteris-
ticas anatomopatoldgicas de infeccidn viral estan en funcién de:

Lesidn directa en los parénquimas, que pueden deberse a:
Degeneraciones celulares, cromatdlisis, vacuolizacidn celular o lisis.

Neoplasias, alteraciones funcionales que tienen como base morfold-
gica fibrosis, desmielinizacidn, atrofia, proliferacién celulary aparicién
deinclusiones.

Alteraciones secundarias a la inflamacidn y proliferacién celular, que
se manifiestan en forma de edema local, exudado perivascular (linfo-
citos y células plasmaticas).

Infiltracién de neutrdéfilos secundariamente a necrosis y degeneracion
parenquimatosa.

Proliferacidn tisular de tejido de degranulacion o de células parenqui-
matosas (verrugas, neoplasias).

Sobreinfecciones bacterianas.

Las infecciones virales suelen ser sistémicas. En muchas de ellas

aparecen inclusiones intracelulares (basdéfilos por acumulacién de vi-
rus y aciddfilos en torno a las dreas donde se produjo la replicacién
viral). Las inclusiones intracitoplasmaticas son poco frecuentes, pe-
quefias, basdfilas y multiples.
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Respuesta inmunitaria frente a virus

SISTEMA INMUNE

INNATO

Defensas
organis

Respues
Local
Células y

Reconocimient

Los virus y sus hospedadores han evolucionado conjuntamente
durante millones de afios y durante este proceso el hospedador ha
desarrollado una serie de estrategias mediadas fundamentalmente
por el sistema inmune, con la finalidad de defenderse no solo con-
tra virus sino también contra otros agentes patdgenos. Por su parte,
los virus también han desplegado a la par destrezas para evadir la
respuesta inmune del hospedador, que le han permitido replicarse y
persistir en la mayoria de los casos, en forma inadvertida dentro del
hospedador, lo cual puede conducir a estados de infeccién crdnica
latente durante muchos afos.

El sistema inmunitario puede ser arbitrariamente dividido en dos
partes: el sistema inmune innato y el sistema inmune adaptativo o
adquirido. Las células efectoras mas importantes del sistema inmune
innato son los monocitos/macrdéfagos, las células dendriticas, las cé-
lulas asesinas naturales (NK) y las células T con fenotipo NK Illamadas
células NKT. Estas células efectoras reconocen patrones moleculares
asociados a patdgenos virales, tales como: proteinas virales, motivos
CpG del ADN viral, o ARN de doble cadena, a través de los llamados re-
ceptores para el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
los patdgenos, dentro de los cuales se encuentran los llamados, los de
las células NKy los de unién a manosa. Estas células pueden liberar una
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cantidad importante de citocinas proinflamatorias y quimiocinas, las
cuales reclutan células al sitio de infeccidn, iniciando asi una respuesta
inflamatoria antiviral. Estos factores solubles activan ademas a las célu-
las dendriticas, las cuales migran a los ganglios linfaticos para presentar
el antigeno a los linfocitos Ty B, que estaran encargados de desarrollar
una respuesta inmune especifica contra los antigenos virales.

SISTEMAINMUNE INNATO
En el sistema inmune innato .
participan:
Células: L T
* Macrdfagos Y
« Polimorfonuclerares S )

* Células asesinas naturales.

e = Te )" L\
; ;. ; Y a0yl \ \
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¢ £y istamina i listamina |
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I ;“Zcumpuesms compucsms\,\“‘ \_\

* interferdn | interferones

* Nuestro sistema inmunitario tiene la capacidad de
desarrollar moléculas y células especificas frente al
virus o frente a células infectadas por el virus
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INFECCION VIRAL Y EL SISTEMA INMUNITARIO

La relacién entre los virus y su hospedador es un proceso dinamico,
en el cual, el virus intenta minimizar su visibilidad, mientras que el hospe-
dador procura prevenir y erradicar la infeccidon con el minimo dafio cola-
teral a sus tejidos. Inicialmente, el virus puede reconocer, unirse y entrar
a una célula blanco para luego migrar al compartimiento celular apropia-
do. Aqui, su genoma es trascrito, traducido y replicado para permitir el
ensamblaje y la salida de nuevos viriones y asi, la infeccién puede exten-
derse a otras células susceptibles. Por su parte, el hospedador debe ser
capaz de reconocer la presencia del virus y eliminarlo tan rapido y efecti-
vamente como le sea posible. Esto, usualmente estd asociado a una serie
de eventos muy complejos, mediante los cuales tanto las células infecta-
das como las células del sistema inmunitario cumplen sus funciones.

Microorganismo

/
* Inmunidad Innata | Inmunidad Adaptativa I

%

Linfocitos B
Fr Barreras I
| Epiteliales

Fagocitos

o %

;i b
Complemento Cel NK . v

 horAs /o

0 6 12 1 4 7

Tiempo después de E >
infeccién

Anticuerpos

Figura 21. Respuesta inmunitaria innata y adquirida

Desde el punto de vista inmunoldgico, interesa conocer el ciclo de
replicacion viral, para prever las oportunidades que tienen los diferen-
tes mecanismos inmunitarios para interactuar con la particula viral, con
las células infectadas o con ambas. Normalmente, el ciclo de replica-



Nereida Valero, Teresa Veliz, Javier Reyes, Karina Merchan, Marcela Pincay,
100 Jazmin Castro y Anyelo Durdn

cién viral comienza por la unién del virus libre a la célula del hospedador
a través de receptores especificos (adsorcidn), estos receptores son
los que marcan el tropismo y la especificidad de la infeccién. Una vez
en la célula, el virus elimina su cubierta dejando su acido nucleico libre
(desnudamiento), para iniciar el proceso de replicacién virica. En esta
fase, la sintesis de proteinas celulares se inhibe y solamente se procesa
la informacién genética del virus. Los mecanismos que acttian en esta
fase dependen del tipo de acido nucleico del virus (ADN o ARN).

Linfotoxina - IFN-y

IL-12
(monaocitos, macréfagos y
DCs) /V

IL-4

« Cambio de isotipo de Ig en las células B
« Retroalimentacion positiva; mas células
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‘-FIIR\legulacién negativa de receptores de
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IL-4
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+ Reclutamiento/activacion
de eosindfilos.

« TGF-p* IL-6/1L-21

slL-1elL-23 IL-17
promueven expansion * Involucradas en autoinmunidad.

Figura 22. Patrones de citocinas de una célula dendritica

En el caso de los virus ADN, se produce una replicacién, forman-
do un ADN viral nuevo. EI ADN viral nuevo, pasa a ARN viral, median-
te trascripcion, posteriormente mediante traduccion, generara las
diferentes proteinas virales y seguidamente el ensamblaje viral. En
el caso de los virus ARN, no hace falta la trascripcién, pasando di-
rectamente el ARN viral nuevo a la produccidén de las proteinas. Este
mecanismo de replicacion de ARN es diferente para los retrovirus,
los cuales, a partir del ARN viral, mediante una transcriptasa inversa,
forman ADN viral que se une al genoma celular, a partir del cual co-
mienzan las diferentes fases de replicacion.
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En las fases iniciales de una infeccidn viral los factores del virus tales
como el tamafio, la ruta, la composicidn genética del indculo y la taza de
replicacidn viral, determinan la cinética por la cual las células del hospeda-
dor que han sido infectadas inducen una respuesta inmunitaria. De este
modo, el estudio de las interacciones entre los virus y el sistema inmuni-
tario es muy complicado y controversial, ya que estos tienen la propiedad
de ser inmundgenos complejos, ademas de que requieren de las células
delhospedador parareplicarse y de esta manera estimular una respuesta
inmunitaria tanto celular como humoral, que finalmente influirdn sobre
el resultado de la infeccidn. Tal es el caso de los virus de las hepatitis y de
la inmunodeficiencia humana (VIH), que tienen la capacidad de irrumpir
procesos metabdlicos celulares durante su propia replicacion, gracias a
sus factores de virulencia, particularmente el VIH, donde las caracteristi-
cas clinicas de la enfermedad podrian deberse a la respuesta inmunitaria
del hospedador hacia estos agentes virales. Asi, la interaccion entre virus
y hospedador puede llevar a una variedad de resultados que incluyen la
infeccion aguda, el desarrollo de infecciones persistentes sean crénicas o
latentes, ademas de procesos de oncogénesis.

Inmunidad frente a Virus

La respuesta inmune innata y adaptativa tiene la finalidad de:
= Bloguear la infeccién celular
= Eliminar las células infectadas
Defensa inmune
= \irus libre: antes de penetrar en la célula o al salir de ella.
Neutralizado y fagocitado
= \firus intracelular: inaccesible a anticuerpos y fagocitos sélo
vulnerable por CTL.

Fragmentos wdicos Poptidos unidos Iransportados
Célula intectada pot ol virs. Lkl Ll n-m'm- s por las maléculas do M do cine
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Figura 23. Respuesta inmunitaria frente a los virus
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RESPUESTA INMUNITARIA ANTIVIRAL

Los virus son organismos intracelulares obligatorios, ya que no
tienen metabolismo propio. Esta caracteristica exige al sistema in-
munitario a poner en marcha sus mecanismos mas especializados
para reconocer y eliminar, tanto a las particulas virales libres, como
a las células infectadas. Durante una infeccién viral, el hospedador
virgen e inmunoldégicamente activo es capaz de desarrollar a los po-
cos dias luego de la infeccidn viral, una serie de estrategias contro-
ladas por una gran cantidad de eventos fisiolégicos complejos, que
evitan la entrada del virus a su célula hospedadora, la replicacion
viral y la diseminacion de los viriones recién formados. Para este
fin, el hospedador activa a los elementos de la inmunidad innata,
principalmente a las células NK. Posteriormente, activa al sistema
inmunitario adaptativo donde participan los linfocitos T especificos
para el virus y la produccién de anticuerpos, que cumplen una fun-
cién importante en la prevencidon de la infeccidon de nuevas células
por viriones libres, en la eliminacién de particulas virales extracelu-
lares y células infectadas con los virus, a través de su participacion
en los procesos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCQ).

De esta manera, el balance obtenido entre la propiedad del vi-
rus para replicarse y la capacidad del hospedador para eliminar al vi-
rus durante las fases tempranas de la infeccién, determina el perio-
do necesario para evitar la infeccidn y el dafio tisular posterior. Sin
embargo, una respuesta inmunitaria ineficaz pudiera ser el resultado
de muchos factores que pueden incluir la tolerancia neonatal, agota-
miento del sistema inmunitario por altas cargas virales, infeccién de
sitios inmunoprivilegiados, modulacion de moléculas de superficie
que participan en el reconocimiento de células infectadas, supresion
inmunitaria y produccidn alterada de citocinas.

Por todo lo anterior, la generacion de una respuesta inmunita-
ria efectiva requiere de activacién y expansion rapida de los linfoci-
tos antigeno especificos, seguido por una disminucion precipitada
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en el nimero de estas células, estableciendo el mantenimiento de
linfocitos con una memoria muy prolongada contra el antigeno que
ha sido eliminado. El desarrollo de una respuesta inmunitaria nor-
mal que culmina con la formacidn de células efectoras especificas
ha sido ampliamente estudiado, y se ha demostrado que se requie-
re de una compleja red de contactos celulares y diversos estimulos
provenientes de un amplio nimero de citocinas liberadas al medio.
Todos estos estudios han probado que las sefiales inhibitorias, asi
como también las sefiales de activacidn, son factores bioldgicos co-
munes en todas las células del sistema inmunitario y esta claro que
el balance entre la coestimulacidon positiva y la inhibicion, juega un
papel critico en el desarrollo de una respuesta inmunitaria efectivay
en el mantenimiento de la homeostasis del sistema inmunitario. Sin
embargo, la regulacién y la integracion de estas sefiales deben ser
bien dilucidadas.

Por otra parte, los factores constitucionales controlados gené-
ticamente que proporcionan al hospedador o a algunas de sus cé-
lulas la caracteristica de la no permisividad, desempefian un papel
preponderante sobre la vulnerabilidad frente a infecciones virales.
A pesar de que en algunos individuos los mecanismos de inmunidad
innata y humoral pueden eliminar a los agentes virales, en otros, el
virus se introduce dentro de diversos drganos y tejidos sobre los
cuales tiene un tropismo particular con la finalidad de poderse re-
plicar; por ejemplo, el virus de la hepatitis B (VHB), cuya afinidad es
principalmente por el higado y el VIH, que infecta principalmente
linfocitos T CD4+ y macrdfagos. Asi, los virus evitan ser reconocidos
por el sistema inmunitario del hospedador a través de la latencia
o desarrollando una serie de estrategias evasivas, que en algunos
casos puede inducir una infeccidn persistente que puede ser letal,
toda vez que los mecanismos celulares de defensa centrados en la
participacion de los linfocitos T, no sean capaces de destruir el virus .
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Figura 24. Respuesta inmunitaria humoral frente a los virus

FISIOLOGIA DE LA RESPUESTA INMUNITARIA DURANTE
LAS INFECCIONES VIRALES

Desde un punto de vista didactico es conveniente dividir la res-
puesta inmunitaria en inespecifica o innata y adaptativa, teniendo en
cuenta, sin embargo, que una no puede desligarse de la otra. En los
hospedadores infectados, antes de que los componentes especificos
de la respuesta inmunitaria sean activados, existe un periodo de la-
tencia de algunos dias posteriores a la infeccidn. Es particularmente
durante este periodo que la respuesta inespecifica a la infeccidn se
hace aparente y puede en muchos casos limitar la replicacidn viral. La
respuesta inmunitaria innata estd presente en todos los organismos
pluricelulares y se caracteriza por ser mas rapida que la inmunitaria
adaptativa, aunque no tiene memoria inmunitaria, sin embargo, co-
bra importancia al ser muy efectiva y establecer las bases para la res-
puesta adaptativa.
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Figura 25. Fisiologia de la respuesta inmunitaria

El sistema inmunitario innato se encarga de prevenir la entrada
de los agentes virales a través de: barreras fisicas como la piel, mu-
cosas y su constante descamacion o recambio celular, y barreras qui-
micas como las secreciones gastricas, cerumen, moco y la flora nor-
mal residente, entre otras. El establecimiento de infecciones virales,
procede una vez que las barreras naturales ya no pueden contener
la invasidn por el patdgeno. La deteccidn de agentes extrafios que
logran penetrar dichas barreras depende de los llamados receptores
para reconocimiento de patrones (PRR), de los cuales forman parte
los receptores tipo Toll (TLR), que distinguen un grupo de moléculas
comunes y conservadas en varios grupos de microorganismos, lla-
mados patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs).
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Figura 26. Patrén de reconocimiento de patdgenos

En el humano se han descrito hasta ahora 10 tipos diferentes de
TLR; de esta familia TLR 1, 2, 4, 5 y 6, tienen especificidad principal-
mente hacia productos bacterianos expresados en la superficie celu-
lar, mientras que TRL 3, 7, 8, y 9 participan predominantemente en
la identificacidn de virus y acidos nucleicos y se ubican fundamental-
mente en compartimientos intracelulares. La estimulacion de los TLR
por los PAMPs media el reclutamiento de las células a los tejidos al
inducir la expresion de moléculas de adhesidn, incrementar molécu-
las coestimuladoras, y liberar citocinas y quimiocinas. Inicialmente se
pensd que TLR 3 era el principal receptor involucrado en el reconoci-
miento de virus en replicacién, por interactuar con ARN de doble ca-
dena, sin embargo, recientemente se ha demostrado la participacion
de otros miembros de esta familia en la identificacion de particulas
virales, tal es el caso de TLR 7 que interactua con el ARN del virus de
la influenza y del VIH, promoviendo la liberacién de interferén (IFN)
y citocinas pro-inflamatorias. Como se muestra en la figura, la inte-
raccion de un antigeno con su TLR respectivo, inicia una cascada de
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sefializacidn que genera respuestas que involucran cambios directos
en larespuesta celular, produccidn de citocinas proinflamatorias que
causan efectos autocrinos secundarios sobre las células que los pro-
ducen, efectos paracrinos sobre las células vecinas y efectos sistémi-
cos sobre células distantes. Sin embargo, hay que destacar que para
que ocurran los mecanismos efectores de la respuesta inmunitaria
innata frente a infecciones virales mediados por TLRs, debe tener
lugar la participacion directa de ciertas células del sistema inmunita-
rio innato, como son las células presentadoras de antigenos (APCs).
Las APCs son las encargadas de capturar los antigenos circulantes
del medio, internarlos, procesarlos y presentarlos de forma adecua-
da unidos al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase
[, para que sean reconocidos por los linfocitos T colaboradores (Th).
Entre ellas estan los monocitos circulantes y los macréfagos, las cé-
lulas dendriticas, las células de Langerhans, las células de Kupffer,
entre otras.

Figura 27. Activacién de un Linfocito ante un virus

En un sentido mas amplio, el término APCs también agrupa al
resto de las células nucleadas del organismo, puesto que todas ellas
son capaces de expresar moléculas del MHC de clase | y en caso de
ser infectadas por un virus, son aptas de incorporar a ellas péptidos
derivados de sus proteinas, para presentar el conjunto al sistema in-
munitario y que éste determine si estas células deben o no ser elimi-
nadas. Las células dendriticas son conocidas también por su habilidad
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para expresar gran variedad de TLRs, lo que les permite detectar la
presencia de agentes virales, induciendo una diversidad de respues-
tas en estas células cuando se encuentran con el patégeno. Los cam-
bios celulares mas importantes son la expresidn sobre su superficie
de moléculas coestimuladoras tales como CD80 y CD86. La unién de
los TLRs con los patégenos virales, también induce la produccidén de
varias quimiocinas como IL-8 y las citocinas proinflamatorias inter-
leucina (IL)-1 e IL-12.

ACTIVACION DE LOS RECEPTORES TIPO TOLL
EN LA RESPUESTA INMUNE INNATA

Una familia importante de PRR es la TLRs, que se expresa en la
superficie celular o en endosomas. Los TLRs de superficie que par-
ticipan en la deteccion viral reconocen las proteinas de la envoltura
viral, mientras que los TLRs intracelular reconoce la funcién nuclear
de los acidos que estan presentes en las particulas virales o se pro-
ducen durante la replicacion viral. Varios TLRs han sido implicados
en el reconocimiento de varios flavivirus, entre ellos, TLR3 en el virus
de la hepatitis C, virus de la fiebre amarilla y virus del Nilo occidental;
y TLR7 en el virus de la fiebre amarilla. Estudios recientes muestran
evidencias de que tanto TLR3 como TLR7 estan implicados en el re-
conocimiento inmunitario innato de DENV.

En este sentido es importante destacar que en general los TLR
tienen una via de sefializacién comun que se inicia por el reclutamien-
to de proteinas adaptadoras tales como MyD88 (comun en todos
los TLRs), TIRAP (proteina asociada a TIR o receptor IL-1-, reclutada
principalmente por TLR 3y 4, al dominio intracelular TIR, seguido por
eventos de fosforilacion y desfosforilacién de proteinas intracelula-
res, que conduce a la activacion del factor de trascripcién NF-kB, el
cual finalmente activa la trascripcidn de genes involucrados en la de-
fensa del hospedador frente a infecciones virales (Figura 28).

Otros tipos celulares que ejercen funciones importantes para
la limitacidn del proceso infeccioso en periodos tempranos, son los
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Figura 28. Activacidn de un Linfocito T CD8+ o Citotdxico ante una célula
infectada por virus

granulocitos principalmente los leucocitos polimorfonucleares neu-
tréfilos que expresan todos los TLR, excepto TLR 3, las células NK'y
los linfocitos T con fenotipo NK (NKT), ya que son células que pue-
den ser reclutadas rdpidamente y activadas en el sitio de la infeccion.
Estas células pueden participar en la respuesta antiviral directamen-
te destruyendo las células infectadas o produciendo citocinas anti-
virales y 6xido nitrico, e indirectamente produciendo quimiocinas
que reclutan mas células inflamatorias dentro del tejido infectado, o
mediante la produccidn de citocinas inmunomoduladoras las cuales
capacitan a la respuesta inmunitaria adaptativa para reconocer célu-
las infectadas y cumplir con sus funciones efectoras antivirales. Una
de las citocinas producidas por las células inflamatorias en respuesta
a patdgenos virales es la familia de IFNs.
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Figura 29. Patrén de produccién de Interferones ante un virus

La produccion de IFN en respuesta a la activacidn viral mediada
a través de TLRs por un activador viral, es esencial para muchas ac-
tividades importantes de las células del sistema inmunitario innato,
incluyendo las células dendriticas y los macréfagos. Estas citocinas
son producidas por las células NK, por otras células del sistema in-
munitario innato y por las células que han sido infectas por algunos
virus. El IFN es conocido por su propiedad de bloquear o inhibir las
infecciones por virus, ademas de frenar la proliferacion celular y mo-
dular la respuesta inmunitaria. Estas propiedades se ejercen por me-
canismos similares y le confieren accidn terapéutica. En este sentido,
la activacion de las células NK se constituye como el primer mecanis-
mo que contribuye a disminuir los titulos elevados de carga viral por
intermedio de IFN- secretados, producto de la activacion de estas cé-
lulas. Otro evento muy importante es la induccién de IFNs de tipo 1.
Aunque la mayoria de las células pueden producir este tipo de IFNs,
existe un tipo especializado de células llamadas células dendriticas
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plasmocitoides que producen 100 veces mas de estas citocinas que
las llamadas células naturales productoras de IFN.

Por otro lado, los IFNs pueden incrementar la expresion de mo-
l[éculas del MHC de clase | y Il y de moléculas coestimuladoras sobre
la superficie de las APC. Desde hace dos décadas el IFN- se ha utili-
zado en la terapia contra la infeccién por el VHB. Recientemente se
ha puesto en evidencia que uno de los mecanismos de accién del
IFN- para reducir la replicacidon del VHB, es a través del incremento
en la expresiéon de MyD88, una proteina adaptadora que participa
en la sefializacidn via TLR asociado con la activacion del factor de
trascripcion NF-kB, esto probablemente induce la expresion de re-
ceptores de activacion sobre células inmunocompetentes y la libera-
cion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias que participan en el
control de la replicacidn viral. Tanto las células NK como las células
NKT, cumplen con funciones muy importantes en la limitacion de la
infeccion viral.

Las células NK son linfocitos granulares grandes con una mor-
fologia caracteristica que participan en la respuesta inmune por su
capacidad para reconocer estructuras en las glicoproteinas de alto
peso molecular que se expresan sobre la superficie de las células in-
fectadas por virus. Dentro de las caracteristicas principales de las cé-
lulas NK tenemos su capacidad de expresar glicoproteinas de super-
ficie como CD2, CD16, CD56, CD57, CD11a/CD11b/CD18 y CD11¢c/CD18;
ademas, secretan citocinas que incluyen IFN-, IL-1, IL-3 y GM-CSF. Su-
mado a la produccion de IFN, las células NK tienen la capacidad de
destruir células infectadas por virus sin que ocurra una presentacion
previa de antigenos virales por parte de las APCs, ya que las células
NK se unen a carbohidratos presentes sobre la superficie de la célula
infectada a través de sus receptores de superficie tipo lectina de la
familia CD94. Alternativamente, las células NK lisan células infecta-
das por virus a través de mecanismos de ADCC, proceso que es lleva-
do a cabo por la unién de moléculas de inmunoglobulinas especificas
contra antigenos virales, a los receptores Fc de baja afinidad (CD16),
presentes sobre la superficie de las células NK.
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Figura 30. Activacion de células NK ante un virus

Otra poblacion celular que participa en la respuesta inmunitaria
innata contra virus son las células NKT, las cuales constituyen una
subpoblacién de linfocitos que tiene importantes funciones regu-
ladoras. Estas células expresan receptores de células NK, como el
CD56, ademas del receptor de células T (TCR), lo que le da la carac-
teristica fenotipica de células NKT. Las células NKT, también pueden
ser seleccionadas por su capacidad de reconocer a la 2-microglobuli-
na presente en CD1, que es una molécula de tipo MHC clase I, aunque
este reconocimiento ocurre en ausencia de un péptido antigénico.
Estas células también pueden reconocer glicolipidos de membrana
de particulas virales involucrandolas de esta manera en la respuesta
inmunitaria protectora antiviral.

Es importante destacar que las células NKT son funcionalmente
distintas a las células NK, debido a su capacidad para producir citoci-
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nas que influyen en la respuesta inmunitaria adaptativa, tales como
IL-4, citocina que juega un papel crucial en el diferenciacién de los lin-
focitos T ayudadores hacia el patrén de tipo Th2, por lo que pueden
conectar de esta forma la respuesta inmunitaria innata con la res-
puesta inmunitaria adaptativa Respuesta inmunitaria especifica Una
vez que el organismo es infectado por un virus, se inicia una respues-
ta inmunitaria antiviral especifica dirigida por los linfocitos Th. Por
lo tanto, este proceso va a depender de la via de entrada del agente
patdégeno al organismo, de la concentracion de los antigenos prove-
nientes del patégeno y principalmente, de la afinidad de los péptidos
derivados de estos antigenos por el MHCy el TCR. De tal manera, que
el éxito de la respuesta inmunitaria especifica esta subordinado a la
notable propiedad de los linfocitos derivados del timo o linfocitos T,
para reconocer y discriminar entre una amplia variedad de antigenos
extrafios y generar entonces una respuesta inmunitaria efectiva que
requiere de activacion y expansion rapida de los linfocitos antigeno
especificos, seguido por una disminucién precipitada en el nimero
de estas células, aunque estableciendo el mantenimiento de células
con una memoria de larga duracién contra el antigeno que ha sido
eliminado.

Este proceso de activacidn de los linfocitos T, requiere de la par-
ticipacidon de una serie de elementos, como son, por una parte, la for-
macion de la estructura constituida por el MHC, el péptido antigéni-
coyel TCR, y por la otra, la presencia de moléculas coestimuladoras,
sefiales de fosforilacion y desfosforilacion, activacion de factores de
trascripcidn, proliferacion y diferenciacion. Los linfocitos B son un
tipo particular de células que también actian como APCs para los
linfocitos T colaboradores y que poseen en su superficie anticuerpos
que funcionan como receptores muy especificos para un determina-
do antigeno y que ademas estan involucrados en los mecanismos de
respuesta inmunitaria adaptativa. Este receptor hace que la partici-
pacion de los linfocitos B sea mucho mds eficiente y especifica que
el resto de las APCs y por esta razdn, su respuesta se considera mo-
noclonal.
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Figura 31. Activacion de células dendriticas ante un virus

Los linfocitos B, segln su estado de activacidn, se pueden cla-
sificar en linfocitos B de memoria que mantienen su especificidad,
aunque no estén activados, y las células plasmaticas que son los lin-
focitos B que una vez que han reconocido el antigeno, se diferencian
para adquirir la capacidad de producir anticuerpos especificos. Como
sucede con los linfocitos B, la diversidad del repertorio de las células
T se determina por la capacidad de los progenitores de estas células
en desarrollo, para reacomodar y modificar los genes que codifican
para la expresion de sus receptores de antigenos. El conocimiento
de la estructura y funcién del TCR, asi como de los mecanismos invo-
lucrados en la activacion y modulacion de la respuesta desencadena-
da como consecuencia de la interaccién con el antigeno, es esencial
para comprender la complejidad de la respuesta inmunitaria que va
a conducir a la eliminacidn del agente extrafio que origina todo este
proceso (Figura 32).

De acuerdo alo anteriormente descrito, para que los linfocitos T
cumplan con sus funciones efectoras necesitan ser activados, y como
se observa en la figura, la respuesta adaptativa requiere de al menos
dos sefiales para que ocurra de manera efectiva. La primera sefial es
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Figura 32. Activacion de células B ante un virus

antigeno especifica y es iniciada por la unién del TCR con su ligando
especifico formado por el péptido inmunogénico unido a la molécula
transmembrana del MHC, lo cual induce la entrada del linfocito T al
ciclo celular. La segunda sefial denominada coestimuladora es criti-
ca para la activacion de los linfocitos T y por lo tanto es requerida
para la produccién de citocinas y la proliferacién. La coestimulacién
es proporcionada por la unidn especifica de correceptores (CD4,
CD8, CD2, CD11a/CD18, CD28, CD4o0L, CD30, CD26, CD27, CD43, CD44,
CD45, CD82, 4-1BB, entre otros) a sus ligandos que normalmente se
encuentran en la superficie de APCs profesionales (Figura 33).

Estas sefales, como muchas otras que son generadas por la
unién de receptores expresados sobre la superficie de los linfoci-
tos, son transmitidas al compartimiento intracelular, donde se ini-
cian cascadas de eventos bioquimicos que finalmente producen una
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Figura 33.- Patrén de secrecidn de citocinas ante un antigeno viral

respuesta celular. Los dos eventos moleculares antes mencionados
ocurren en el linfocito T ante la presencia de un agente extrafio o pa-
tégeno. Asi, la respuesta originada coordinadamente por estos dos
sistemas de receptores independientes sobre los linfocitos T, ocu-
rre como una verdadera consecuencia de la respuesta inmunitaria,
donde la coestimulacidon finalmente induce sefiales de traduccidn in-
tracelulares con la subsiguiente produccién de IL-2 como factor de
crecimiento autocrino, llevando a la generacion de una poblacidon
expandida de linfocitos T efectores. La versatilidad del TCR como un
complejo de sefializaciéon implica que existe un intrincado enlace en-
tre sefiales especificas y la adquisicion de funciones efectoras por los
linfocitos T. La estimulacién de los linfocitos T a través del comple-
jo TCR/CD3 en ausencia de sefiales coestimuladoras, conduce a una
anergia clonal, a tolerancia antigeno especifica y por ende al proceso
de apoptosis in vivo.

Se ha descrito que la induccién de fosforilacién de la tirosinci-
nasa p56lck, restringida a linfocitos T, es estrictamente dependiente
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de la coestimulacidn a través de moléculas accesorias, donde se in-
volucra a la fosfolipasa C (PLC), la proteincinasa C (PKC) y la familia
de las MAPK. Un hecho crucial en la inmunologia ha sido la identifi-
cacion y caracterizacidon de una familia extensa de moléculas rela-
cionadas con los linfocitos T, denominadas proteinas coestimulado-
ras o correceptores, que originan diferentes formas de senales de
coestimulaciéon, pero que tienen como funcién final desencadenar
una respuesta mas efectiva que vaya mas alla del tejido linfoide. La
sefial necesaria para la activacion del linfocito T denominada de coes-
timulacidn, es independiente del receptor antigénico y es critica para
obtener una activacién total, una proliferacién celular sostenida, pre-
venir la anergia o la apoptosis, inducir diferenciacién hacia el estado
efector y de memoria, asi como la cooperacién célula-célula. Hasta la
fecha se hanidentificado una gran variedad de estos correceptoresy
sus ligandos, como son CD4 y CD8; CD28, B7, CTLA-4, PD-1y PD1L; co-
estimulador inducible (ICOS) y B7h; antigeno estable al calor (HSA);
4-1BB (CD137); CD40L (CD154) y CD40; OX40 (CD134); CD27; CD30;
LIGHT; LFA-1 e ICAM; CD2, CD44 y SLAM; CD98 y CD26, entre otros,
de los cuales describiremos algunos a continuacién. Una de las mo-
[éculas coestimuladoras mas estudiadas y mejor caracterizadas es
CD28. CD28 es la molécula coestimuladora positiva por excelencia
de los linfocitos T cuyos ligandos llamados B7.1(CD80) y B7.2 (CD86),
se encuentran sobre la superficie de las CPAs. Esta molécula coopera
con la activacién del linfocito T en presencia de la estimulacién via
TCR, la cual por sisola es insuficiente para inducir proliferacién. La ac-
tividad coestimuladora de CD28 ha sido demostrada ampliamente en
modelos tanto in vitro como in vivo, mediante el entrecruzamiento
de este receptor con anticuerpos monoclonales y también en expe-
rimentos en donde se bloquea su sefializacion en ratones normales
y deficientes en CD28. Ademas de incrementar la proliferacién de los
linfocitos Ty la produccidn de citocinas, la activacion via CD28 incre-
menta la supervivencia de los linfocitos T y puede prevenir la induc-
cién de anergia.



Nereida Valero, Teresa Veliz, Javier Reyes, Karina Merchan, Marcela Pincay,
18 Jazmin Castro y Anyelo Durdn

‘ ACTIVACION DE LINFOCITOS T POR MACROFAGOS ‘

MACROFAGO “ ";_,_’ Péptido antigénico %MHC—H e
(célula - ;':.‘.;"_E‘."' * 3 - Produccién
presentadora % de@!

' . Digestionen
de antigeno: \ fagalisosomas ~

APC)
,rs ®
Bacteria ‘ &
s uHc-y )
agocitad W e

MONOCITO " ” .
& coa 3L
cD28 7 8]
T-KILCER T-HELPER  T-SUPRESORES

Figura 34. Activacion de células T ante un virus

La coestimulacidon mediada por CD28 también incrementa en los
linfocitos T la expresion de otras moléculas como la CD4oL, la cual
se ha demostrado que es vital para el complemento total de sefales
activadoras de los linfocitos T efectores, Como resultado de la activa-
cién de los linfocitos T, también se observa la expresidn del ligando
de CD4o0 (CD40L o CD154), molécula igualmente necesaria para la ac-
tivacion de estas células, que ademas actuta en la regulacion positiva
de B7 y esto puede amplificar ain mas la respuesta del linfocito T al
antigeno, a través de sefiales generadas via CD28. Algunos estudios
indican que la ausencia de esta molécula puede causar fallas para
inducir la respuesta de linfocitos T CD4+. La interaccién entre CD40 'y
CD4oL es importante para la generacién de una respuesta adecuada
de linfocitos T colaboradores y linfocitos T citotdxicos (CTL), ya
que CD40 media la induccidon de elementos coestimuladores e
inflamatorios después de la maduracién de las APCs, resultando esto
en una doptima expansion y supervivencia de los linfocitos T CD4+
y CD8+ efectores, como también consecuencias en la maduracién
y diferenciacion de las células Th1. La interaccion CD40-CD40L es
importante para muchos procesos, asi, en los linfocitos B acttia en
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la proliferacidn y el cambio de isotipo de inmunoglobulina y ademas
los rescata de la apoptosis. La sefal coestimuladora dependiente
de CD4oL sobre la superficie del linfocito T, induce la actividad
coestimuladora sobre células dendriticas mediante la interaccidon
CD40-CD4o0L, con la subsiguiente produccion de IL-12, IL-18 y otras
citocinas por parte de los macréfagos y las células dendriticas.

Se ha evidenciado que la replicacidn de los patdgenos y la esti-
mulacién antigénica, incrementan las sefiales del TCR y los niveles de
expresion de las moléculas coestimuladoras. Diversos estudios han
demostrado la importancia de la interaccién entre: CD40-CD40L,
0X40-0X40L, CD28-B7 y 41BB-41BBL, para la generacidn de una res-
puesta T especifica durante una infeccidn por virus. En este sentido
se ha observado en modelos animales que la ausencia de CD28 fren-
te a la infeccién aguda por diversos virus (virus de la coriomeningitis
linfocitica, virus del herpes simple o HSV e influenza), conduce a una
disminucién de la respuesta inmune T CD4+ especifica, asociado a
una reduccidn en la produccidén de IL-2. Este mismo efecto se obser-
va en los linfocitos T CD4+ en ausencia de CD4o0L. Adicionalmente, la
interaccion de CD40 y CD40L promueve la generacion de CTL especi-
ficas contra virus. Una de las dreas que estd actualmente en estudio,
es como estas sefiales coestimuladoras son mantenidas en el caso
de infecciones crdnicas, como en las infecciones por VHB, virus de
la hepatitis C (VHC) y VIH. En el caso de la infeccién por VIH se ha
reportado una reduccion de la expresion de CD28 en células T CD8+
especificas, incrementando asi su umbral de activacidn para mediar
funciones de citotoxicidad y produccién de IFNy; este efecto tam-
bién es observado enlos linfocitos T CD4 de los pacientes infectados.

DESARROLLO DE LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS TH
Y POLARIZACION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA

Los linfocitos T han sido subdivididos en las poblaciones T CD4+
y T CD8+ por sus diferencias en el reconocimiento antigénico a nivel
de superficie. Cada grupo tiene funciones unicas; asi, los linfocitos
T CD4+ tienen una funcidén cooperadora para una respuesta humo-
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ral con produccion de anticuerpos, mientras que los T CD8+ ejercen
una funcién citotdxica. Sin embargo, los linfocitos T CD4+ han sido
correlacionados in vivo no solo con la produccién de anticuerpos
por los linfocitos B, sino también con la hipersensibilidad retardada
y la citotoxicidad en infecciones virales y bacterianas. A los linfocitos
T CD8+ también se les ha delineado no solo la funcién como célula
efectora para destruir células blanco, sino como células ayudadoras
en la citotoxicidad. Ha sido descrito ampliamente que las células T
cooperadoras se diferencian en poblaciones Th1y Th2 con funciones
efectoras muy diferentes y definidas. Las células Th2 ayudan a la pro-
duccién de inmunoglobulinas especificas. Las acciones de Th1 son ci-
totoxicidad y supresion de la produccién de inmunoglobulinas. Esta
discriminacién funcional es apoyada por los diferentes patrones de
produccidn de citocinas, donde las células Th1, producen IL-2 e IFN-,
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-
CSF)y factor de necrosis tumoral (TNF), pero no producen IL-4 e IL-5.
Las células Th2 producen IL-13, IL-4, IL-5 y GM-CSF pero no IL-2 o IFN.
Ademas, estas subpoblaciones establecen un circuito de regulacién
autocrina, donde ambas Th1 y Th2 proliferan en respuesta a IL-2 a
través de sus propios receptores de IL-2. Sin embargo, la IL-4 es un
factor autocrino para Th2 con ayuda de IL-1 como un cofactor, pero
no para Thi. Los mecanismos celulares y moleculares que llevan a
la polarizacién de ambas poblaciones de linfocitos T, no estan del
todo esclarecidos. Sin embargo, algunos mecanismos alternativos
sugieren que dicha polarizacion incluye la activacion inducida por ci-
tocinas selectivas secretadas por linfocitos T comprometidos, o por
la accidn instructiva de citocinas sobre linfocitos T precursores no
comprometidos. Asi, los linfocitos T CD4+ de los subtipos Th1y Th2
median inmunidad celular y humoral contra las infecciones causadas
por patdgenos. Existe igualmente un subtipo de linfocito T con fun-
ciones reguladoras, denominados Treg, que abarca una poblacion
de células anteriormente conocidas como linfocitos T supresores,
capaces de bloquear o regular negativamente la respuesta de los lin-
focitos Th. Toda respuesta inmune en desarrollo debe ser detenida
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en cierto limite. La concentracion de anticuerpos o el nimero de cé-
lulas T efectoras incrementa progresivamente luego de la estimula-
cion antigénica, pero sus niveles alcanzan rapidamente un maximo y
eventualmente decrecen.

Factor de polarizacion
de células T

o A &
o °

PéptidoiCMHAI /N

Fador de polarizacion
de células Th2

Figura 35. Polarizacién de células T

Generalmente, la mayor parte de la respuesta inmune esta cua-
litativa y cuantitativamente adaptada para generar resultados 6pti-
mos. Por medio de mecanismos homeostaticos se controla la auto-
inmunidad natural, y el nimero de células T se mantiene en niveles
constantes. Estos mecanismos son muchos y complejos, pero pro-
bablemente involucran la inmunorregulacién. El concepto de célu-
las T supresoras surgié cuando se demostrd que la estimulacion del
sistema inmune por antigenos timo-dependientes podia dar lugar a
la generacion de células T supresoras, que eran capaces de inhibir la
diferenciacion de células T colaboradoras o de células efectoras an-
tigeno-especificas. Entre las células Treg CD4+ se pueden distinguir
dos subtipos, que pueden ser diferenciadas por su especificidad y
mecanismos efectores. El primer grupo se genera durante el proceso
de maduracidn de las células T, que da como resultado una pobla-
cién “natural” que sobrevive por largos periodos en la periferia para
prevenir reacciones autoinmunes potencialmente patoldgicas. Las



Nereida Valero, Teresa Veliz, Javier Reyes, Karina Merchan, Marcela Pincay,
122 Jazmin Castro y Anyelo Durdn

células Treg CD4+CD25+ naturales ejercen sus efectos supresores a
través del contacto celular por medio de receptores de membrana.
Esta poblacidn representa entre el 5- 10% del total de células T CD4+
de sangre periférica. Las células Treg CD4+CD25+ aisladas de sangre
fresca in vitro, son poco respondedoras a la activacién alogénica y
policlonal. Sin embargo, en cultivo son capaces de suprimir la prolife-
racion de células T CD4+CD25- convencionales y dicha supresién ocu-
rre después que estas células Treg son activadas a través de su TCR.

Una vez activadas, la capacidad inhibitoria de las células Treg
CD4+CD25+ es inespecifica, y el mecanismo de supresion es inde-
pendiente de la especificidad antigénica de la poblacidon de células
T efectoras. Las células Treg CD4+CD25+ se caracterizan por la ex-
presion de diferentes marcadores de activacion entre los que se in-
cluyen, el glucocorticoide inducido por la familia de receptores rela-
cionados a TNFR (GITR), OX40 (CD134), L-selectina (CD62L) y CTLA-4
(CD152). Por otro lado, se ha postulado que el factor de crecimiento
transformante (TGF)- unido a membrana es responsable de la activi-
dad inhibitoria de las células Treg CD4+CD25+. Con respecto al desa-
rrollo y funcidn de las células Treg CD4+CD25+, recientemente se ha
identificado que el factor de transcripcion FoxP3 tiene una funcién
muy importante. El segundo subtipo de células Treg es adaptativo y
se desarrolla como consecuencia de la activacion de células T madu-
ras bajo condiciones subdptimas de antigeno y/o coestimulacién. En
contraste con las células Treg CD4+ CD25+ naturales, no requieren
del contacto celular y su mecanismo supresor es mediado principal-
mente a través de citocinas supresoras solubles como IL-10 y TGF.
Estas son células T supresoras secundarias y se desarrollan a partir
de células T CD4+CD25- convencionales en la periferia. Estas células
Treg adaptativas a su vez se clasifican en dos subtipos, las células
Tr1y las Th3. Las células Tr1 se caracterizan por su capacidad para
producir grandes cantidades de IL-10 y niveles bajos o moderados
de TGF- B, en tanto que las células Th3 producen preferencialmente
TGF-B. Finalmente, los dos subtipos de células Treg pueden funcionar
en escenarios inmunes distintos, dependiendo del contexto donde
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se exponga el antigeno, la naturaleza de la respuesta inmune y del
repertorio de TCR de las células individuales.

En la infeccién por el VHC se ha demostrado recientemente que
los linfocitos CD4+CD25+ constituyen una poblacién altamente di-
ferenciada y aparentemente juegan un papel importante en la per-
sistencia viral, suprimiendo la respuesta de los linfocitos T anti-VHC
especificos, mediante un mecanismo de contacto célula-célula. Asi-
mismo, se ha reportado que las células CD4+CD25+ pueden modular
la funcidn y expansion de células CD8 VHB especificas en pacientes
infectados. Se ha observado que pacientes con infeccidn crénica por
el VHB, tienen un incremento en el nimero total de las subpobla-
ciones CD4+CD25+ en respuesta a la estimulacion especifica con el
antigeno core del VHB, en comparacidon con sujetos que han contro-
lado espontdneamente la infeccidn y sujetos sanos. El escenario ob-
servado, en donde prevalece un microambiente inhibitorio, podria
explicar una activacion ineficiente de poblaciones linfoides, reflejado
en disminucidn antigeno especifica de moléculas coestimuladoras y
marcadores tempranos de activacion. El desequilibrio en la respues-
ta inmunitaria ocasiona una incapacidad.

El control de las infecciones virales se ha relacionado exclusiva-
mente con la destruccién antigeno especifica de células infectadas,
mediada por el sistema inmunitario. Sin embargo, estudios recientes
han mostrado que las infecciones virales severas pueden ser contro-
ladas por mecanismos no citopaticos dependientes de citocinas, aun-
que es generalmente aceptado que la eliminacién de los virus intra-
celulares por larespuesta inmunitaria, incluyendo los causantes de la
hepatitis y la inmunodeficiencia humana, requiere de la destruccion
de las células infectadas por los CTL, restringidos por el MHC clase |
y que las células blanco sean destruidas por la via de la perforina o
por la via dependiente de Fas. Esta sensibilidad relativa de estos virus
a tales mecanismos de defensa depende no solo de las caracteristi-
cas de cada virus, sino también de la capacidad de la célula infectada
para producir los factores antivirales intracelulares apropiados.
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Dependiendo de la naturaleza del virus, las células infectadas
pueden ser inducidas para producir citocinas antivirales y otros me-
canismos de defensa tales como la apoptosis, inhibiendo uno o mas
pasos en el ciclo de vida del virus, limitando la extensién de la in-
feccidn. Estas citocinas pueden formar parte de las quimiocinas, las
cuales tienen el potencial para reclutar células inflamatorias dentro
del tejido infectado y activar otras células para que cumplan funcio-
nes efectoras, como son las de regular la expresién de moléculas del
MHC y aumentar el procesamiento y transporte de péptidos virales,
para que sean presentados eficientemente por proteinas del MHC en
la superficie de las células infectadas. En este particular la MIP-1a es
una quimiocina importante que participa en la inflamacién inducida
por ciertas infecciones virales, ya que es quimiotactica para células
NK.

Otra quimiocina denominada MIG promueve la migracion de
linfocitos T activados previo a la accion ejercida por el IFN. De esta
manera se demuestra la participacion de ciertas quimiocinas en me-
diar mecanismos de defensay supervivencia de tejidos afectados du-
rante una infeccion viral. Por lo tanto, las citocinas juegan un papel
esencial en la respuesta del hospedador contra las infecciones vira-
les, no solamente por su actividad antiviral sino por coordinar todo
un rango de respuestas designadas a limitar la infeccidn, al generar
cascadas de sefalizacion. En las infecciones virales las citocinas son
producidas luego de la interaccion de proteinas virales con protei-
nas de superficie de las células efectoras. También algunas proteinas
que no estdn presentes durante el proceso de infeccién pero que se
producen durante el curso de la replicacidon viral, pueden afectar la
sefializacidn celular induciendo de esta manera la secrecion de citoci-
nasy finalmente, la acumulacién de ARN viral induce sefiales que son
capaces de generar una respuesta temprana del hospedador para
eliminar el virus.

Luego de haber reconocido al péptido viral como extrafio, el
linfocito T colaborador especifico se diferencia hacia: un patrén de
respuesta Th1, para producir IFN-y, TNF-a, TGF-f3 e IL-2; 0 un patrén
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Th2, que produce las citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-9. En el caso de las
respuestas del tipo Th1, se estimulara la diferenciacion de los precur-
sores de los CTL a CTL maduros y parcialmente también la respuesta
humoral. Si la respuesta es Th2, se estimulara mas especificamente
la diferenciacién de los linfocitos B a células plasmaticas y la produc-
cion de anticuerpos. Otras citocinas tales como IL-1B, IL-1a, IL-12, [L-13
e IL-18 pueden contribuir indirectamente en las respuestas antivira-
les por su capacidad de modular varios aspectos de la respuesta in-
munitaria, incluyendo la accidn autocrina y paracrina del IFN.

En este sentido, muchos estudios han evidenciado que secun-
dario a la infeccidn viral, el patrén de citocinas secretado determina
la naturaleza de la respuesta inmunitaria que es inducida, y donde la
capacidad del hospedador a responder de la manera mas apropia-
da y efectiva tiene un profundo efecto sobre si la infeccidn viral es
resuelta, persiste o se produce dafio irreversible en el hospedador.
La posibilidad de doble respuesta contra los virus podria explicar de
alguna forma como el sistema inmunitario busca, con un patrén del
tipo Th1, destruir aquellas células que ya han sido infectadas, median-
te la activacion de los CTL; por otro lado, la respuesta del tipo Th2,
evita la propagacion del virus entre las células, al inducir la produc-
cion de anticuerpos capaces de neutralizarlo u opsonizarlo, proceso
que es mediado por los linfocitos B, tal y como ocurre en la infeccidon
por VHB. Durante algunas infecciones virales, los anticuerpos anti-
virales especificos, participantes activos de la respuesta inmunitaria
humoral, contribuyen a la eliminacién del virus bloqueando su entra-
da dentro de células susceptibles, removiendo viriones infecciosos
de la circulaciony previniendo la diseminacidn viral extracelular. Esto
bajo un proceso complejo que involucra no solamente anticuerpos
antivirales especificos contra cada tipo de virus, sino también al sis-
tema de complemento y células fagociticas. Los agregados de virus
y anticuerpos neutralizantes y no neutralizantes pueden bloquear la
interaccidn fisica de muchos virus con sus receptores, lo que puede
igualmente activar el sistema de complemento para la lisis viral. La
fraccion cristalizable (Fc) del anticuerpo unido al virus puede inte-
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ractuar con los receptores Fc presentes sobre la superficie de células
fagociticas, acelerando la remocidn de viriones de la circulacion.

Por otro lado, los anticuerpos también pueden cumplir funcio-
nes antivirales que no involucran neutralizacion de viriones extrace-
lulares. Asi, la deposicion de anticuerpos en la superficie de células
infectadas puede prevenir la liberacién de viriones por la célula infec-
tada. El propdsito del desarrollo de una respuesta inmune antiviral
es tener la capacidad de detectar al virus y poder neutralizarlo con
dafio minimo de los tejidos propios. Los virus han desarrollado varias
estrategias de evasion de la respuesta inmune del hospedador para
poder replicarse y asegurar su supervivencia. A continuacion, se dis-
cuten brevemente algunas de estas tacticas.

ESTRATEGIAS VIRALES PARA EVADIR LA RESPUESTA
INMUNITARIA

Interferencia con la presentacion antigénica a través de molécu-
las HLA de clase |

Disminucidon de la expresidon de MHC de clase Il

Disminucidn de la expresidon de moléculas coestimuladoras
Evasidn de la respuesta de CTL mediante variacion antigénica
Evasion de la respuesta inmune a través de latencia viral
Interferencia con la apoptosis de células infectadas

Debido a que las APCs presentan los antigenos virales en el con-
texto de moléculas MHC de clase | para activar la respuesta de CTL,
los virus tratan de interferir con la respuesta antiviral disminuyendo
la expresidn de estas en la membrana celular de las APCs. Asimismo,
los virus pueden disminuir la expresion de dichas moléculas en las
células infectadas haciéndolas invisibles al ataque de los CTL especi-
ficos. La disminucién en la expresidon de MHC de clase | puede ser se-
cundaria a: disminucién de la transcripcion de genes MHC, bloqueo
de las funciones de la proteina TAP, disminucidn diferencial de la ex-
presion de moléculas MHC de clase |, por ejemplo, disminuyendo la
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expresion de HLA-A 'y -B pero no la de HLA-C y HLA-E, ligandos para
receptores inhibitorios en NK. La expresion de MHC de clase Il sobre
la superficie de las APC es esencial para la presentacién antigénica a
los linfocitos T CD4+, lo cual se traduce en: activacion y proliferacion
de linfocitos T cooperadores especificos. Los virus a su vez, codifican
proteinas capaces de interferir con la expresion de proteinas MHC
clase Il que disminuyen la transcripcion de sus genes, o alteran su
trafico normal dentro de la célula.

COMO LOS VIRUS EVADEN LA
RESPUESTA INMUNE DEL HOSPEDERO

U coorribibonm o Tradeli L Ty

Infeccion latente q
= HSV y VZV infecta rama ganglio dorsal Q@ 2
= baja expresion de proteinas y RNA viral

Mutacion (variacion antigénica) @
® Quasiespecies en HIV y HCV. Reordenantes . /

Citoquinas S
= inhibicion de IL-1 y TNF (virus pox) ‘
= produccion de molécula homologa de citoquina (EBV

cadifica IL-10), favorece respuesta Th2 (prod. Acs)

Inhibicion del reconocimiento por el sistema inmune de
células infectadas por virus

= células blanco disminuyen expresion HLA clase | (HSV, HIV)

= |nhibicion del procesamiento y presentacion de antigenos
virales (HSV, CMV, Adenovirus)

Destruccion de células del sistema inmune (HIV)
Diseminacion virus célula a célula

Una variedad de moléculas coestimuladoras es expresada sobre
la superficie de las CPA profesionales y otras células del hospedador.
Estas moléculas interactdan con sus ligandos en el sistema inmune,
lo que representa un elemento clave en la presentacion de antigenos
virales a los linfocitos Ty B. Muchos virus inhiben la respuesta inmune
del hospedador a nivel de la fase inductora y efectora, a través de una
disminucion de la expresion de moléculas coestimuladoras. Por ejem-
plo, Nef, Vpu y Gp160, proteinas del VIH que reducen la expresién de
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CD4 y CD28 en células infectadas. Esta es una estrategia muy impor-
tante utilizada por virus ARN, los cuales poseen genomas muy peque-
fos y no pueden codificar multiples proteinas de evasidn. Estd basada
en los errores de transcripcion que a menudo ejecuta la ARN polime-
rasa, y a una elevada tasa de replicacion viral, lo que ocasiona muta-
ciones puntuales aleatorias, tanto en proteinas estructurales como no
estructurales, lo que conduce a las llamadas “quasiespecies”, donde
las CTL son incapaces de reconocer células infectadas, especialmente
silas mutaciones han ocurrido en los epitopos que reconocen las CTL.

Estas mutaciones dirigen a las llamadas mutantes de escape, ca-
paces de evadir la respuesta inmune del hospedador con mucha efi-
ciencia. Un ejemplo clasico es el VHCy el VIH. Los virus pueden evadir
la respuesta inmune del hospedador haciéndose latentes e invisibles
al sistema inmune. Durante este periodo los virus pueden infectar
células permisivas o semi permisivas del hospedador y expresar un
ndmero minimo de genes virales, estrictamente necesarios para
mantener el virus en las células del hospedador. Un ejemplo clasico
de este tipo es el virus Epstein-Barr.

Los virus codifican varias proteinas para modular la apoptosis o
muerte celular programada, especificamente: inhibiendo las caspasas,
codificando homdlogos de FLIP que impiden el reclutamiento de FLICE
0 caspasa 8 para iniciar la apoptosis en el complejo de muerte, dismi-
nucidon de la expresidn de receptores de muerte en células infectadas,
codificando homdlogos de proteinas antiapoptdticas, inactivando
proteinas proapoptaéticas, inhibiendo la activacion del protooncogen
p53, interfiriendo con moléculas de sefalizacion intracelular. El hos-
pedador responde a las infecciones virales a través de la produccion
de una variedad de citocinas y quimiocinas. No es de sorprender, que
los virus hayan desarrollado varias estrategias para enfrentar a estas
proteinas. Estas tacticas incluyen: produccion de inhibidores, de fac-
tores tipo “sefiuelo” o de versiones modificadas de estos mediadores
solubles del hospedador. Por ejemplo, el virus de Epstein-Barr codifica
una proteina llamada vIL-10 que es homdloga a la IL-10 humana inmu-
nosupresoray capaz de inhibir la secrecién de IFN-y por los monocitos.



Lipidos y virus: un camino al entendimiento de la inmunofisiopatologia
de la infeccidn viral 129

CONCLUSIONES

Los agentes virales causantes de infecciones en humanos, con-
tindan siendo problemas de salud publica a nivel mundial, a pesar de
que se ha avanzado considerablemente en la comprension sobre el
papel que juegan proteinas tanto virales como del hospedador en Ia
susceptibilidad a la infeccién viral y por ende a la enfermedad. Una
gran cantidad de esfuerzos para entender las bases moleculares de
la interaccidn virus-hospedador han conducido a la identificacion de
productos de genes especificos que juegan un papel crucial en de-
terminar el destino de la infeccién. Una gran variedad de agentes
virales no son citopaticos por naturaleza, y la interaccion del agen-
te infeccioso con los elementos tanto innatos como adquiridos de
la respuesta inmune, generan una respuesta inflamatoria con con-
secuencias que pueden ser autolimitadas o permanentes. Por otro
lado, los virus han desarrollado una diversidad de estrategias para
evadir la respuesta inmune del hospedador. Estas habilidades son
tan diversas como los virus mismos, pero en general cada virus utili-
za diferentes formas para evadir la respuesta inmune. Por ejemplo,
los virus de ADN pueden codificar multiples proteinas con blancos
en diferentes elementos de la respuesta inmune, mientras que los vi-
rus ARN poseen como principal tactica, su gran variabilidad genética
producto de errores en la trascripcion de su material genético, lo que
los hace invisibles a los elementos efectores de la respuesta inmune
del hospedador. El entendimiento de la respuesta inmune activada
como consecuencia del contacto entre los virus y el hospedador, y
los mecanismos de evasidn de la respuesta inmune utilizados por los
patdgenos virales, puede contribuir al desarrollo de estrategias tera-
péuticas racionales para prevenir y enfrentar la infeccion
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CAPITULO V







LOS LiPIDOS EN LA INFECCION VIRAL

El inicio de la infeccidn por un virus envuelto se basa en la unién
a receptores celulares especificos, seguido por la fusién de la envol-
tura viral a la membrana plasmatica de la célula, que conduce a al-
teraciones de los lipidos de éstas. Sobre todo, el colesterol que a la
fecha se cree que desempefa un papel importante en las diferentes
etapas del ciclo viral, incluyendo la entrada del virus a la célula hués-
ped. La infectividad del virus de influenza (1), del virus del moquillo
canino (2) y del virus de la hepatitis B (VHB) (3) es sensible al agota-
miento de colesterol de la membrana viral, mientras que, el virus de
laleucemia murina (4), del Ebola y del virus Marburg (5) son sensibles
al agotamiento del colesterol de la membrana celular del huésped.

El colesterol de las membranas se requiere para la infeccion por
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (6,7), el virus de la gas-
troenteritis (8,9), el virus de la enfermedad de Borna (10) y los Herpes-
virus (11-14); mientras que, la infeccién por el virus de la estomatitis
vesicular, demostrd ser independiente del agotamiento del coleste-
rol celular y viral (15). Con respecto al DENV, los resultados sobre la
funcidn del colesterol celular para la infeccidn son controvertidos. La
entrada de DENV-1 y DENV-2 se encontrd independiente del agota-
miento de colesterol de la membrana plasmatica de células C6/36 de
mosquitos (16,17) asi como en células Vero de mono verde africano
(18) y en las células endoteliales humanas de tipo ECV304 (19,20).

Asi mismo, las dislipidemias se refieren a un nimero de desdrde-
nes lipidicos que basicamente incluyen altos niveles en suero de coles-
terol total, LDL, triglicéridos y bajos niveles de HDL-C. La prevalencia
de dislipidemia a nivel mundial varia a través de los grupos poblacio-
nales dependiendo de la raza, edad, factores genéticos, socioecond-
micos, culturales y estilo de vida; prevalencia que ha mostrado un au-
mento con el desarrollo y urbanizacién de ciudades en el mundo (21).
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Aguilar-Salinas y col., (22), demostraron una gran variacién de los ni-
veles sanguineos de lipidos en las diferentes poblaciones del mundo,
debido a factores genéticos, edad, sexo, raza, habitos alimentarios,
estilo de vida, estatus socio econdmico, entre otros; por lo que con-
cluyen que es necesario que cada poblaciéon determine sus propios
valores de referencia y no se utilice los realizados en otras latitudes.

En Ecuador, la prevalencia de hipercolesterolemia medida en la
poblacién de 10 a 59 afios, es el indicador que también se encuentra
un aumento progresivo conforme se incrementa la edad. Los valores
altos de colesterol total afectan al 24,5%. Entre la segunda y la quinta
década, la prevalencia se triplica (17,0% a 51,1%) y entre la tercera y la
quinta década es 1,7 veces mas (29,9% a 51,1%). El HDL-C bajo afecta
al 40,5% de la poblacion de 10 a 59 afos, mientras que los valores al-
tos de LDL-C afecta al 20%, con tasas superiores en el rango de edad
de 40 a 59 afios. La hipertrigliceridemia alcanza al 28,7% del mismo
rango de poblacién. Toda esta informacién conforma un cuadro de
dislipidemias alarmante por su dimensién en la poblacién (23).

LIPIDOS Y VIRUS DENGUE (DENV)

Estudios transversales han mostrado diferencias en los niveles
séricos de colesterol y de triglicéridos asociados con formas severas
de DEN (24). De hecho, se ha descrito que las lipoproteinas desem-
pefian un papel fisiopatoldgico en la respuesta inmunitaria del hués-
ped durante la infeccidn severa por dengue (25). Mas recientemente
Durany col., (26) demostraron una asociacion entre alteraciones del
perfil lipidico y la severidad de la infecciéon por DENV, no obstante,
no se establecid esta asociacion en relacion a los serotipos virales
causantes de la infeccion.

Los flavivirus constituyen un género de la familia Flaviviridae. In-
cluye el virus del Nilo Occidental (WNV), el virus dengue (DENV), el vi-
rus de la fiebre amarilla (YFV), el virus de la encefalitis japonesa (JEV),
el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBEV) y varios
otros virus que conducen a una gran morbilidad y mortalidad en los
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humanos. Para establecer la infeccién y la replicacidn en los hospe-
dadores, los flavivirus han desarrollado una variedad de estrategias
para modular las respuestas inmunitarias del hospedador. El dengue
es una enfermedad mundial con 400 millones de infecciones anua-
les que pueden provocar un shock séptico y fiebre hemorragica con
sangrado interno. Estos sintomas son el resultado de la activacion in-
munitaria incontrolada. Los macréfagos y las células dendriticas son
el objetivo principal del virus dengue (DENV) y la fuente celular de las
citoquinas asociadas a esta activacion inmune. Los macréfagos y las
células dendriticas expresan varios receptores inmunes innatos que
han sido implicados en la activacion del DENV, de los cuales, CLEC5A,
RIG-l'y MDAS5 son los mas importantes. En particular, la activacion de
estos receptores tiene efectos profundos en las respuestas inmuni-
tarias adaptativas contra DENV (27).

La infeccion por DENV se inicia con una succidn de sangre de
un mosquito infectado que inyecta el virus en la piel. Este se dise-
mina a través del cuerpo a través del sistema linfatico antes de que
el virus sea transmitido por la sangre con infeccién en el higado y el
bazo (28,29). La infeccidn de células hematopoyéticas, en particular
monocitos, células dendriticas (DC) y macréfagos, es esencial para la
diseminacién del virus (30).

La piel humana esta revestida con numerosas células inmunes
innatas de origen hematopoyético que detectan particulas invaso-
ras de DENV utilizando receptores de reconocimiento de patdge-
nos (PRR), incluidos los TLR, RLR y CLR (Figura 36: referencia 33).
La activacion de estos PRR por DENV conduce a la activacion de vias
de sefalizacidn intracelular que inducen una gran cantidad de cito-
quinas inflamatorias y la inmunidad antiviral protectora a través de
la produccidn de IFN tipo I, incluidos el IFN-a y el IFN-B. Aunque es
protectora en la mayoria de los pacientes, se cree que la sobreactiva-
cion de estas respuestas inmunitarias es la base de DHF y DSS. Varios
mediadores inflamatorios, incluidos TNF, IFN-y e IL-6, estan vincula-
dos a DHF y DSS (31,32). Por lo tanto, es clave entender la activacion
inmune de DENV para comprender la patogénesis de DENV.
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Figura 36. El reconocimiento innato de DENV esta mediado por CLR de superficie
celular, TLR y RLR, que se expresan principalmente por macréfagos y células
dendriticas. La activacién de estos receptores conduce a la produccién de
citoquinas, quimiocinas e interferones que resultan en la activaciéon inmune de
DENV. Ademas de los efectos locales, las CD activan las células T en los tejidos
linfoides secundarios, que inducen respuestas inmunes sistémicas. Notable,
los CD infectados con DENV controlan la diferenciacion T-helper 1 (TH1). Las CD
también afectan las respuestas de las células B al instruir a las células T auxiliares
ingenuas hacia la diferenciaciéon de las células T ayudantes del foliculo (TFH)
por la produccidn de IL-27. Estas células inducen la proliferaciéon de células
B, la produccidn de anticuerpos y el cambio de clase de isotipo. CD: célula
dendritica; DENV: virus dengue; M@: macréfago; MR: receptor de manosa.

Fuente: Sprokholt y col., (33).

Una familia importante de PRR es la TLR, que se expresa en la
superficie celular o en endosomas. Los TLR de superficie que partici-
pan en la deteccidn viral reconocen las proteinas de la envoltura viral,
mientras que el TLR intracelular reconoce los acidos nucleares que es-
tan presentes en las particulas virales o se producen durante la repli-
cacién viral (34,35). Se ha demostrado que varios TLR desempefian un
papel importante en el reconocimiento de varios flavivirus, entre ellos,
el TLR3 en el virus de la hepatitis C, el virus de la fiebre amarilla y el virus
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del Nilo Occidental; y TLR7 en el virus de la fiebre amarilla (36-38). Estu-
dios recientes muestran evidencia de que tanto TLR3 como TLR7 estan
involucrados en el reconocimiento inmune innato de DENV (39-41).

TLR3 se expresa en los compartimentos endosdmicos de los
leucocitos, diferentes poblaciones de DC y una variedad de células
epiteliales (34,35). TLR3 reconoce el ARN de doble cadena, activando
una via intracelular mediada exclusivamente por el adaptador TRIF
(34,35,42). TRIF recluta TBK1 y el complejo IKKe para la activacion
de los factores de transcripcion IRF3 y IRF7, y RIP1 para la activacion
transcripcional de NFkB. IRF3 y IRF-7 participan en la produccion de
respuestas de IFN de tipo | que consisten en IFN-a e IFN-, mientras
que la activacion de NFkB produce la produccién de citoquinas infla-
matorias que incluyen IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF (43,44 ). Especialmente
el IFN-a y el IFN-B juegan un papel critico en las infecciones virales.
Tanto IFN-a como IFN-B se unen a IFNa / BR activando una cascada
de sefalizacién descendente a través de JAK [ STAT que induce mas
de 300 genes antiviricos estimulados con IFN (ISG) (45). Muchos de
estos ISG tienen funciones antivirales e inhiben la replicacién viral
(Figura 37: referencia 33) (45,46).

La complejidad de la patogénesis de DENV ha retrasado el desa-
rrollo de terapias efectivas o vacunas efectivas en su totalidad contra
el DENV. Como resultado, el tratamiento de la infeccién por DENV
es basado en terapias para reducir los sintomas ya que no hay trata-
miento antiviral especifico para DENV. Los tratamientos antivirales
efectivos a menudo involucran objetivos moleculares que incluyen
inhibidores de la quinasa, bloqueadores de receptores y activacion
de respuestas inmunitarias especificas mediante el uso de moléculas
de sefializacidon recombinantes, como el uso de IFN tipo | en el trata-
miento del virus de la hepatitis C. El desarrollo de tales tratamientos
para DENV requiere una comprension detallada de los mecanismos
moleculares en la patogénesis DENV en las areas de interacciones
huésped-virus y cascadas de sefializacion intracelular asociadas para
identificar nuevas dianas terapéuticas para controlar la infecciéon por
DENV (Figura 38: referencia 33) (47-50).
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Figura 37.Lasefalizacidnintracelular por PRR conduce arespuestas de quimiocinas,
citoquinas e interferones. Endosomal TLR3 y TLR7 inducen dos vias de sefializacion
que conducen a respuestas de IFN de tipo | y de citoquinas. Aunque TLR3 y TLR7
inducen respuestas similares contra DENV, usan diferentes moléculas adaptadoras
para inducir la expresidn génica. TLR3 se asocia con TRIF, mientras que TLR7 forma
un complejo con MYD88. CLEC5A es un potente inductor de citoquinas a través
de las moléculas adaptadoras DAP10 y DAP12. Esto conduce a la activacién de las
quinasas Syk y Akt y lainduccién de IL-6, TNF, CCL3 y CXCL8. Ademds, CLEC5A activa
los inflamasomas NLRP3, que procesan pro IL-1B e IL-18 para convertirlos en IL-1B e
IL-18 madurados, respectivamente. La sefializaciéon DC-SIGN enrespuesta aligandos
manosilados implica la proteina adaptadora LSP1y la quinasa Raf-1. La activacion
de DC-SIGN modula la activacion de NFkB a través de Raf-1y posiblemente mejora
la produccién de IL-1B, IL-6 y TNF mediada por CLEC5A. La activacion directa de MR
conduce a la produccién de IL-10, aunque no contiene un motivo de sefializacién
conocido. Las sefiales RIG-l y MDA5 a través de la molécula adaptadora MAVS para
inducir dos vias de sefalizacidn distintas. Una via conduce a la expresién de IL-153,
IL-6, TNF, CCL2, CLL3, CLL4, mientras que la otra via de sefializacién involucra a
las cinasas TBK1 e IKKe para inducir IFN de tipo I y Ill. En particular, el IFN tipo |
inducido por RLR desencadena la sefializacion IFNa / BR a través de JAK [ STAT que
es modulada por IKKe activada por RLR para inducir IL-27 ademds de ISG antiviricos.
Enausencia de interferencia RLR-IFNa/ BR, la sefializacion de IFNa / BR conduce ala
inducciénde ISGsin IL-27.1SGs: genes estimulados por IFN; MR: receptor de manosa

Fuente: Sprokholty col., (33).
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Figura 38. Evasién inmune por DENV. La evasién inmune de DENV por proteinas no
estructurales (NS) ataca la sefializacién de RLR y la activacién de IFNa-BR. Después
delainternalizacidn, seinicialareplicacién DENV, que es detectada por los sensores
citoplasmaticos RIG-l y MDAS. Estos se asocian con la molécula adaptadora MAVS
(y posiblemente con STING) para activar las quinasas TBK1 e IKKg, lo que conduce
a la activacién del factor de transcripcidn IRF para respuestas de IFN de tipo | que
consisten en IFN-a y IFN-B. En paralelo, se activan los factores de transcripcién
NFkB que conducen a las respuestas de citoquinas y quimioquinas. EI IFN de tipo
| secretado desencadena la sefializacidon de IFNa / BR dependiente de STAT1 y
STAT2 que conduce a la induccién de ISG. Los pasos multiples en este proceso son
inhibidos por las proteinas NS de DENV. La asociacién RIG-I-MAVS estd inhibida
por la unién de NS4A a MAVS. Ademds, la proteina adaptadora STING se degrada
por NS2B / 3 que también inhibe la fosforilacion de IKKe. IKKe, en combinacién
con TBK1, es un objetivo adicional de NS2A y NS4B para prevenir su fosforilaciéon
y activacién a través de mecanismos desconocidos. La sefializacién IFNa / BR se
dirige mediante lainhibicién de la fosforilacién de STAT1 por NS4B y STAT2 por NSs.
Ademads, NS5 enruta STAT2 para la degradacién proteosomal a través de la proteina
huésped UBR4. Ademds, la activacidn de las vias antivirales posiblemente puede
serinhibida por los receptores del huésped. La activaciéon de DC-SIGN puede inhibir
la activacion de RIG-1 y MDAS a través de la quinasa. Raf-1y FcyR pueden inhibir la
sefializacion de IFNa/ BR a través de lainhibicidon de JAK mediada por SOCS3. DENV:
virus dengue; ISG: genes estimulados por interferén; MR: receptor de manosa.

Fuente: Sprokholt y col., (33).
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LIPIDOS Y VIRUS DE HEPATITIS

Las particulas del virus de la hepatitis C (VHC) detectadas en los
sueros de pacientes infectados muestran formas heterogéneas de
bajas densidades de flotacion (<1.08), lo que subraya su lipidacién a
través de la asociacion con lipoproteinas que contienen apoB, que
se propuso durante el ensamblaje o la secrecidn de hepatocitos in-
fectados. Sin embargo, los mecanismos que inducen esta asociacién
siguen estando mal definidos y, curiosamente, la mayoria de las par-
ticulas de HCVcc secretadas por las células cultivadas exhiben una
mayor densidad (> 1.08) y no estan / pobremente asociadas a la apoB.

En el estudio de Denolly y col., (51) se produjeron particulas de
HCVcc de las cepas Jc1 0 H77 de células de hepatoma Huh-7.5 culti-
vadas en condiciones estandar de suero fetal de ternera (FCS) al 10%
en comparacién con condiciones de suero libre o suero (HS) antes
de analizar sus perfiles de densidad en comparacién con el virus deri-
vado de paciente. También se caracterizaron las particulas de HCVcc
mutantes intercambiadas de tipo salvaje y Jc1 [ H77 HVR1 libres de
suero incubadas con tipo de suero o con lipoproteinas purificadas.

En comparacion con las condiciones libres de suero o FCS, la pro-
duccién con HS redistribuyd la mayoria de las particulas infecciosas de
HCVcc arangos de baja densidad (<1.08) o de muy baja densidad (<1.04).
Ademas, la incubacidn a corto plazo con HS fue suficiente para cambiar
las particulas fisicas de HCVcc a fracciones de baja densidad, en formas
dependientes del tiempo y la dosis, lo que aumentd su infectividad es-
pecifica, promovio la asociacidon de apoB y provocd la resistencia a la
neutralizacion. Ademas, en comparacion con Jc1, detectamos niveles
mas altos de particulas infecciosas H77 HCVcc en fracciones de muy baja
densidad, lo que podria atribuirse sin ambigtiedad a las caracteristicas
especificas de la cepa de la secuencia HVRI. Finalmente, las tres clases
de lipoproteinas, es decir, lipoproteinas de muy baja densidad, baja den-
sidad y alta densidad, podrian inducir de forma sinérgica el cambio de
baja densidad de las particulas del VHC; sin embargo, esto requirié fac-
tores de suero no lipidico adicional que incluye albdmina.
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La asociacion de particulas de VHC con lipidos puede ocurrir en
el medio extracelular. El nivel de lipidacion depende de la compo-
sicion del suero, asi como de las propiedades especificas de HVRI.
Estas condiciones de cultivo simples permiten la produccién de par-
ticulas infecciosas de VHC que se asemejan a las de los pacientes con
infeccion crénica.

Las particulas de VHC pueden asociarse a la apoB y adquirir lipi-
dos neutros después del egreso celulary, por lo tanto, de baja densi-
dad de flotacién. La regién hipervariable 1 (HVR1) es un determinan-
te viral importante de E2 que controla este proceso. Ademas de las
lipoproteinas, los factores séricos especificos, incluida la albimina,
promueven la maduracidn extracelular de los viriones del VHC. La
produccion de HCVcc in vitro con medios de condiciones séricas defi-
nidas permite la produccidn de particulas infecciosas que se parecen
a las de los pacientes con infeccién crénica (51) (Figura 39).

Los virus secuestran y modifican las funciones de la célula hués-
ped para maximizar la proliferacion viral. El virus de la hepatitis C
(VHC) reorganiza el metabolismo de la célula huésped para producir
estructuras de membrana especializadas y para modificar organulos
como vesiculas de membrana doble y gotitas de lipidos agrandadas
(LD), lo que permite la replicacidn y el ensamblaje del virus. Sin em-
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Figura 39. Mecanismos de transmisién de virus de Hepatitis C

bargo, las bases moleculares de estas interacciones huésped-VHC
son en gran parte desconocidas. Utilizando una pantalla quimica, se
demostré que el derivado de benzamida flutamida reduce la capa-
cidad del huésped para producir VHC infeccioso. La flutamida inte-
rrumpid la formacién de LD agrandados en las células infectadas por
el VHC, eliminando asi el ensamblaje del VHC. También se observd
que el receptor de arilo hidrocarburo (AhR), un objetivo conocido de
flutamida, desempefia un papel clave en la mediacion de la acumula-
cion de LDy la produccién de HCV (52).

Esta funcién de AhR en la produccidn de lipidos también se ob-
servo en células Huh-7 no infectadas por el VHC y en hepatocitos hu-
manos primarios, lo que sugiere que la sefializacion de AhR regula
la acumulacién de lipidos independientemente de la infeccidn por el
VHC. Ademas, se ha observado que una actividad posterior, la del
citocromo P450 1A1 (CYP1A1), era el regulador primario de la produc-
cidon de lipidos mediada por AhR. Especificamente, el bloqueo de la
regulacion por aumento de CYP1A1 inducida por AhR contrarrestd
la sobreproduccion de LD y la sobreproduccion de CYP1A1, pero no
de CYP1B1, en células inactivadas por AhR restaurd la acumulacion
de lipidos. Es de destacar que la infeccion por el VHC regulaba por
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incremento la via AhR-CYP1A1, lo que resulta en la acumulacién de LD
agrandados. En conclusion, se demostrd que la via AhR-CYP1A1 tiene
un papel importante en la acumulacién de lipidos, un sello de lainfec-
ciéon por VHC que maximiza la produccidn de virus de la progenie. Los
andlisis quimico-genéticos revelan una nueva estrategia y compues-
tos de plomo para controlar la acumulacidn de lipidos hepaticos, asi
como la infeccién por VHC (52).

La infeccién por el virus de la hepatitis B (VHB) se ha asociado
con una disminucién de la prevalencia de dislipemia en los estudios
transversales, pero los estudios de cohorte son limitados. Se investi-
garon los efectos longitudinales de la infeccion crénica por VHB en el
desarrollo de dislipidemia. El estudio de cohorte de 62 287 hombres
y mujeres adultos no cirréticos sin dislipidemia que se sometieron a
pruebas seroldgicas para detectar el antigeno de superficie de la he-
patitis B (HBsAg) se les realizé un seguimiento anual o bienal durante
un promedio de 4,46 afnos. Se usé un modelo de riesgo proporcional
paramétrico para estimar la relacion de riesgo ajustada con un inter-
valo de confianza (IC) del 95% para la dislipidemia incidente segun
el estado de seropositividad de HBsAg. Se identificaron 12 331 casos
incidentes de hipercolesterolemia durante 278 004,4 persona [ afio
de seguimiento (tasa de incidencia 44,4 por 1000 persona-afno).
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En los modelos ajustados por edad, sexo, indice de masa cor-
poral, afio de examen de deteccidn, estado de fumador, consumo
de alcohol, ejercicio regular y nivel de educacion, los indices de ries-
go ajustados (IC 95%) para la hipercolesterolemia incidental, coles-
terolaemia alta en LDL; La hipertrigliceridemia, la colesterolaemia
alta no HDL y la colesterolaemia baja HDL comparando los partici-
pantes HBsAg positivos a HBsAg negativos fue de 0.71 (0.64-0.79),
0.83 (0.78-0.89), 0.61 (0.54-0.70), 0.69 (0.63-0.75) y 1.10 (0.98-1.24),
respectivamente. También se identificd una asociacién inversa entre
la positividad de HBsAg y la apolipoproteina B alta incidente, con un
indice de riesgo correspondiente de 0.63 (0.55-0.72). En una gran co-
horte de adultos coreanos aparentemente sanos, la seropositividad
con HBsAg se asocié con un menor riesgo de desarrollo de dislipide-
mia, lo que sugiere un papel de la infeccion por VHB en el metabolis-
mo de los lipidos (53).

Por otro lado, la esteatosis hepatica es comun en pacientes
infectados con el virus de la hepatitis C (VHC). Particularmente en
pacientes infectados con VHC no genotipo 3, la esteatosis hepatica
estd estrechamente relacionada con factores del sindrome metabd-
lico como la hiperlipidemia. Sin embargo, los mecanismos molecula-
res implicados en esta esteatosis “metabdlica” en infecciones por
VHC no-3 genotipo no se conocen bien. El objetivo fue desarrollar
un modelo in vitro para estudiar el efecto de la infeccidon por VHC
genotipo 1 en la lipotoxicidad hepatica y el metabolismo de los lipi-
dos. La acumulacidn de lipidos celulares se indujo en células de he-
patoma Huh-7 transfectadas con el genotipo 1b del HCV (HCV +) por
incubacién con dosis crecientes de acido palmitico (C16: 0) o acido
oleico (C18: 1 n-9) complejado con albimina que simula condiciones
hiperlipidémicas.

Se usaron células de hepatoma transfectadas de forma simu-
lada (VHC) como controles. La incubacién con concentraciones de
acido oleico tan altas como 0.5 mM no indujo efectos toxicos en las
células VHC + 0 VHC. En contraste, la incubacién con acido palmitico
causé efectos citotdxicos dependientes de la dosis que fueron mas
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pronunciados en el VHC + en comparacion con las células del VHC.
Un analisis adicional con concentraciones de acido palmitico y aci-
do oleico subtdxicas revelé una mayor captacion de dcidos grasos 'y
una acumulacion de triglicéridos intracelulares en el VHC + en com-
paracion conlas células del VHC. La expresion de carnitina palmitoil-
transferasa | (CPT1), indicativa de beta-oxidacién mitocondrial, fue
estimulada notablemente por la exposicidn a los lipidos en el VHC+
pero no en las células del VHC. Ademas, los niveles de expresidn de
la hemooxigenasa 1 (HMOX1) aumentaron en las células estimula-
das con FA, y este aumento fue significativamente mayor en el VHC
+ en comparacion con las células del VHC. En contraste, la expre-
sién de las enzimas clave de la lipogénesis hepatica de novo acidos
grasos sintasa (FASN) y estearoil-CoA desaturasa (SCD-1) se redujo
significativamente con la exposicion al oleato en el VHC, pero no
en las células del VHC +. En resumen, este modelo de cultivo celular
recientemente desarrollado reveld los efectos de lainfeccién por el
genotipo 1b del VHC sobre la susceptibilidad metabdlica ala acumu-
lacion de lipidos y la toxicidad, particularmente a los lipidos satura-
dos. Estos resultados pueden indicar que las personas infectadas
por el VHC (genotipo 1b) con hiperlipidemia pueden beneficiarse de
una intervencidn dietética o farmacoldgica (54).
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Se sabe que el virus de la hepatitis C es altamente dependiente
del metabolismo de los lipidos para infectar nuevas células y replicar-
se. Para investigar el perfil de lipidos y apolipoproteinas en pacientes
con VHC crénicos segun la respuesta al tratamiento, se incluyeron
pacientes reclutados en el Centro de tratamiento de la hepatitis en
Niteroi (Brasil) que recibieron terapias basadas en interferdn (IFN) se
dividieron en dos grupos, los que lograron una respuesta viroldgica
sostenida (RVS) o no (no RVS). Se siguid a otro grupo de pacientes
tratados con terapias antivirales de accion directa (DAA) libres de
IFN desde antes de comenzar el tratamiento hasta un afio después
de la terapia. Los triglicéridos, el colesterol total y las fracciones se
determinaron mediante técnicas colorimétricas y / o de electrofore-
sis. La lecitina colesterol aciltransferasa (LCAT) y los niveles séricos
de apolipoproteinas A1, A2, B, C2, C3 y E se evaluaron mediante ensa-
yos enzimaticos y multiplex, respectivamente.

Se estudiaron 114 pacientes y se alcanzd la RVS en 28 pacientes
(39,4%) tratados con terapia con IFN y en todos los pacientes (100%)
que recibieron DAA. Los pacientes sin RVS (n = 43) presentaron pa-
rametros hepaticos alterados después del tratamiento. Los niveles
de colesterol total, LDL-C, VLDL-C y triglicéridos fueron significativa-
mente mas altos en el grupo de RVS. En contraste, la actividad de
LCAT y los niveles de HDL-C se elevaron en los pacientes sin RVS. Solo
los niveles de apolipoproteinas B, C2 y C3 aumentaron en el grupo de
RVS. El seguimiento de los pacientes con SVR-DAA (n = 43) revel6 un
aumento significativo y progresivo en los niveles séricos de coleste-
rol total, LDL-C, VLDL-Cy triglicéridos.

Después de un tratamiento exitoso, los pacientes con hepatitis
C crénica experimentaron un restablecimiento del metabolismo de
los lipidos. Estos resultados sugieren que la monitorizacion de los li-
pidos séricos podria ser una herramienta de laboratorio practicay de
rutina que se aplicard durante el seguimiento del tratamiento (55).
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GOTAS DE LiPIDOS Y FLAVIVIRUS

Las gotitas de lipidos (LD) son organulos intracelulares para el
almacenamiento de lipidos neutros, originadas en el reticulo endo-
plasmico. Juegan un papel esencial en el metabolismo de los lipidos
y la homeostasis celular. De hecho, los LD son organulos complejos,
involucrados en muchos mas procesos celulares que los propuestos
inicialmente. Se han estudiado exhaustivamente en el contexto de
las patologias asociadas a la LD. En particular, los LD han emergido
como criticos para la replicacion y el ensamblaje de virus. Los virus
de la familia Flaviviridae, a saber, el virus dengue (DENV), el virus de
la hepatitis C (HCV), el virus del Nilo Occidental (WNV) y el virus Zika
(ZIKV), interactdan con los LD para usurpar el metabolismo de los
lipidos del huésped para su propia replicacion viral y patogénesis.

Dengue virus
PDB: 1k4r

Fosfolipidos
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En general, durante las infecciones por Flaviviridae se observa
un ndmero creciente de LD intracelulares del huésped. Varias pro-
tefnas virales interactdan con las LD en diferentes etapas del ciclo
de vida viral. La proteina central del VHC y la proteina de la capside
DENV interactian ampliamente conlas LD pararegular sureplicacion
y ensamblaje. Los estudios detallados de LD en infecciones virales
pueden contribuir al desarrollo de posibles inhibidores de los pasos
clave de la replicacion viral. Aqui, revisamos diferentes técnicas que
se pueden usar para caracterizar LD aisladas de células infectadas o
no infectadas. Los estudios de microscopia se han utilizado comun-
mente para observar la acumulacién y localizacién de LD en cultivos
de células infectadas. Los tintes fluorescentes, que pueden afectar
directamente a las LD, se usan ampliamente para sondear LD, pero
también hay enfoques que no requieren el uso de fluorescencia, es
decir, enfoques basados en microscopia de fuerza atdmica, disper-
sion Raman, electrdnica y de fuerza atdmica. Estas tres son técnicas
poderosas para caracterizar la morfologia de los LD. La microscopia
de dispersidon Raman permite estudiar los LD en una sola célula. Las
microscopias de fuerza electrénica y atémica permiten una mejor ca-
racterizacion de los LD en términos de estructura e interaccidon con
otros organulos. Otras técnicas biofisicas, como la dispersion dindmi-
cadelaluzy el potencial zeta, también son excelentes para caracte-
rizar los LD en términos de tamafo de una manera simple y rapiday
probar la posible interaccion de los LD con las proteinas virales. Estas
metodologias se revisan en detalle, en el contexto de los estudios
virales.

Las gotitas de lipidos son organulos esenciales, que participan
en el mantenimiento de la homeostasis celular y desempefian un pa-
pel importante en el almacenamiento de energia celular y el meta-
bolismo de los lipidos. Los virus tienen la capacidad de secuestrar la
maquinaria de membrana intracelular para la replicacidn viral. Varios
virus de la familia Flaviviridae se han asociado a la desregulacién del
metabolismo de los lipidos. Patégenos humanos importantes, como
DENV, HCV, WNV y ZIKV, estdn asociados, respectivamente, con fie-
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bre hemorragica, esteatosis, enfermedad neuroldgica, y microcefa-
lia. A pesar del conocimiento recopilado por los estudios realizados
en los ultimos afos, no hay medicamentos efectivos disponibles con-
tra estos virus.

El importante papel de los LD en el ciclo de vida de los flavivi-
rus los convierte en un posible objetivo para el desarrollo de nuevas
terapias. Una mejor caracterizacion de la morfologia, el proteomay
el “interactoma” de las LD puede proporcionar informacién crucial
para entender las LD como orgdanulos fundamentales en la replica-
cidon viral. Ademas, la identificacidn y caracterizacién de factores vira-
les, como proteinas virales estructurales y no estructurales, asi como
su interaccién con factores LD especificos, pueden proporcionar la
informacion necesaria para desarrollar tratamientos efectivos. Se
pueden utilizar diferentes técnicas en estudios posteriores, depen-
diendo de la pregunta central en el andlisis. Para caracterizar el tama-
Ao delas LD, las técnicas basadas en la dispersidon de la luz, como AF4
y NTA, pueden proporcionar resultados rapidos y precisos. Sin em-
bargo, los LD deben aislarse de los cultivos celulares. Los estudios de
microscopia permiten la caracterizacion de LD en cultivos celulares
o tejidos, en términos de tamano, localizacion, acumulaciéon y dina-
mica. Los estudios comparativos de cultivos celulares no infectados
e infectados pueden revelar detalles importantes para comprender
el papel de los LD en el ciclo de vida viral. Ademas, las imagenes de
células vivas y el andlisis de la biogénesis de las LD pueden proporcio-
nar informacidn crucial para comprender su papel en la patogénesis.
Aunque la microscopia confocal es una de las técnicas mas utilizadas,
requiere el uso de tintes fluorescentes. SRS también se puede utilizar
para extraer la misma informacién de una sola celda y sin usar colo-
rantes.

La microscopia electrdnica se puede utilizar para caracterizar el
tamafio, la formacién y la interaccion de los LD con otros orgdnulos.
Ademas, esta técnica presenta una resolucion mas alta. Ademas, se
sabe que las proteinas virales desempefian un papel importante en
varios pasos del ciclo de vida viral, principalmente en el ensambla-
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je viral y la encapsidacién. A pesar de todo el conocimiento sobre
la interaccion de las proteinas virales con los LD, se puede recopi-
lar mucha mas informacién a través de la espectroscopia de fuerza
basada en AFM. Por lo tanto, teniendo en cuenta todo lo anterior,
una comprension integral del papel de los LD en la infeccién viral es
fundamental para desarrollar estrategias para inhibir la replicacion
viral (56).

Mas de un tercio de la poblacion mundial esta en riesgo cons-
tante de contraer algunas enfermedades transmitidas por insectos,
como la fiebre dengue, la enfermedad por el virus del Zika, la ma-
laria, la enfermedad de Chagas, la tripanosomiasis africana y otras.
Independientemente del ciclo de vida del patégeno causante de la
enfermedad, el habito hematdfago del vector insecto es un rasgo
comun y crucial para la transmisién de todas estas enfermedades.
Este estilo de vida es Unico, ya que los insectos hematdfagos se ali-
mentan de sangre, una dieta rica en proteinas, pero relativamente
pobre en lipidos y carbohidratos, en grandes cantidades y con poca
frecuencia. Otra caracteristica Unica de estos insectos es que la hari-
na de sangre desencadena procesos metabdlicos esenciales, como la
muday la ovogénesis y, de esta manera, regula la expresion de varios
genes que estan involucrados en estos eventos.

Alrevisar el conocimiento actual de la fisiologia y bioquimica del
metabolismo de los lipidos en vectores de enfermedades de insec-
tos, comparandolos con los modelos clasicos siempre que sea posi-
ble. Nos ocupamos de la digestion y absorcidn de lipidos, el transpor-
te hemolinfatico y el almacenamiento de lipidos en el cuerpo y ovario
de la grasa. En este contexto, se discuten la sintesis de acidos grasos
de novo y triacilglicerol, incluyendo el proceso de activacion de aci-
dos grasos relacionados y las proteinas de union a lipidos intracelula-
res. A medida que los lipidos se almacenan para ser movilizados mas
adelante, por ej. Para la actividad de vuelo o supervivencia, también
se consideran la lipdlisis y la B-oxidacion. Todos estos eventos deben
estar finamente regulados, y se resume el papel de las hormonas en
este control. La informacion sobre la infeccién, cuando la fisiologia
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de los insectos vectores se ve afectada, y existe una interferencia
entre su sistema inmunoldgico y el metabolismo de los lipidos. No
hay informacién abundante sobre el metabolismo de los lipidos en
insectos vectores, y se indican importantes brechas actuales en el
campo, asi como preguntas para responder en el futuro (57).

Los flavivirus son patdgenos emergentes transmitidos por artré-
podos que causan enfermedades mortales como la fiebre amarilla, el
dengue, la encefalitis del Nilo Occidental, la encefalitis transmitida
por garrapatas, la enfermedad del Bosque Kyasanur, la encefalitis
transmitida por las garrapatas o la enfermedad Zika. Este género vi-
ral agrupa a mas de 50 especies virales de virus de ARN de hebra
pequefia con envoltura pequefia que estan filogenéticamente estre-
chamente relacionados con el virus de la hepatitis C. Es importante
destacar que el ciclo de vida del flavivirus esta intimamente asociado
a los lipidos de la célula huésped. En esta linea, los flavivirus reorga-
nizan las membranas intracelulares del reticulo endoplasmico de las
células infectadas para desarrollar plataformas adecuadas para la re-
plicacidn viral y la biogénesis de particulas. Ademés, los flavivirus or-
ganizan de manera dramdtica una reorganizacion profunda del me-
tabolismo de los lipidos de la célula huésped para crear un ambiente
favorable para la multiplicacién viral. Consistentemente, trabajos
recientes han demostrado la importancia de las clases especificas de
lipidos en las infecciones por flavivirus. Por ejemplo, la sintesis de
acidos grasos esta vinculada a la replicacidn viral, la fosfatidilserina y
la fosfatidiletanolamina intervienen en la entrada de flavivirus, los es-
fingolipidos (ceramida y esfingomielina) desempefian un papel clave
en el ensamblaje del virus y la patogénesis, y el colesterol es esencial
para la inmunidad innata en la evasidn por flavivirus Células infec-
tadas. Aqui, revisamos el conocimiento actual sobre las interaccio-
nes de los flavivirus con el metabolismo de los lipidos celulares para
identificar posibles objetivos para el futuro desarrollo de antivirales
dirigidos a combatir estos patdgenos relevantes para la salud (58).
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ROTAVIRUS Y COLESTEROL

Una nueva estrategia inmune innata, que involucra productos es-
pecificos de oxidacidn del colesterol como efectores, ha comenzado a
revelar conexiones entre el metabolismo del colesterol y la respuesta
inmune contra las infecciones virales. De hecho, el 25-hidroxicolesterol
(25HCQ) y el 27-hidroxicolesterol (27HC), producidos fisiolégicamente
por la oxidacidn enzimatica del colesterol, actian como inhibidores de
un amplio espectro de virus humanos envueltos y no envueltos. Sin
embargo, los mecanismos subyacentes a sus efectos protectores con-
tra virus no envueltos estan casi completamente inexplorados.

Rotavirus Adenovirus Astrovirus

Para comprender mejor este campo, se ha investigado la activi-
dad antiviral de 25HC y 27HC contra un virus no envuelto que causa
gastroenteritis aguda en nifios, el rotavirus humano (HRV). Se en-
contrd que 25HC y 27HC bloquean la infectividad de varias cepas de
HRV a concentraciones inhibitorias del 50% en el rango micromolar
bajo en ausencia de toxicidad celular. Ambas moléculas afectan el
paso final de la penetracién del virus en las células al evitar la aso-
ciacion de dos proteinas celulares: la proteina de unidn a oxisterol
(OSBP) Yy la proteina A asociada a la proteina de membrana asociada
a la vesicula (VAP-A). Al alterar la actividad de estos mediadores ce-
lulares, 25HC y 27HC perturban el reciclaje del colesterol entre el reti-
culo endoplasmico y los endosomas tardios que el HRV explota para
penetrar en la célula. La acumulacidn sustancial de colesterol en el
compartimento endosomal tardio da como resultado el secuestro de



Lipidos y virus: un camino al entendimiento de la inmunofisiopatologia
de la infeccidn viral 155

particulas viricas dentro de estas vesiculas, lo que evita la replicacion
del virus citoplasmico. Estos hallazgos sugieren que los productos de
oxidacién del colesterol de origen enzimdtico podrian ser efectores
primarios de las estrategias de restriccion del huésped para contra-
rrestar la infeccion por HRV y apuntar a la participacion de lipidos
redox activos en infecciones virales como un drea de investigacion
para enfocarse mejor con el fin de identificar nuevos objetivos de
agentes antivirales (59).

CONCLUSION Y PERSPECTIVA FUTURA

Se cree que la activacion inmune no controlada es la base de
la patogénesis de las infecciones virales. Comprender el mecanis-
mo molecular que subyace a esta activacién inmune desregulada es
crucial para identificar nuevas dianas terapéuticas. Los mecanismos
moleculares precisos auln son inciertos, aunque es probable que un
desequilibrio entre las respuestas protectoras y perjudiciales con-
tribuya a la patogénesis de estas infecciones. Esto se demuestra de
manera convincente mediante estudios que la informacidn sobre las
infecciones virales, y su fisiopatologia se ve afectada, y existe una
interferencia entre el sistema inmunoldgico y el metabolismo de los
lipidos. No hay informacién abundante sobre el metabolismo de los
lipidos, y se indican importantes brechas actuales en el campo, asi
como preguntas para responder en el futuro.
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Los avances en el campo de la virologia, la identificacion de
nuevos agentes infecciosos, el conocimiento de los
mecor@nc‘de replicacién viral, el disefo de terapias, los
mecanismos de respuesta antivirales y de patogenicidad,
entre otros, hicieron necesaria la aparicién de este texto en
su primera edicion: UPIDOS ¥ VIRUS: UN CAMINO AL
ENTENDIMIENTO D€ LA INMUNOFISIOPATOLOGIA DE LA
INFECCION VIRAL, que actualiza y profundiza sus contenidos,
e incluye aspectos generales de virologia y bioquimica y de
la generacién de respuestas inmunitarias durante las
infecciones virales asociadas al cwidado de la salud. €ste
libro responde a las exigencias de los nuevos
descubrimientos que impulsan a la investigacién de
mecanismos fisiolégicos activados por la presencia de virus
y en los que los lipidos juegan un papel importante, tanto
como componentes de nuestras células como determinantes
de mayor o menor virulencia. Una profunda comprension de
los aspectos mencionados, junto a la compilacién en el
Ultimo capitulo de los estudios que sustentan
cientificamente la busqueda de esta informacion, otorgan a
los autores de esta obra, la sensibilidad para seleccionar
los temas y exponerlos en la adecuada secuencia temdtico,
con miras a optimizar el conocimiento de un drea cada vez
mas amplia y compleja, ofreciendo una visidn clara y
profunda, que se extiende desde las bases moleculares de
la biologia viral hasta los aspectos clinicos y terapéuticos.
Los docentes, estudiantes y profesionales del drea de la
salud, interesados en conocer mds a fondo las
enfermedades causadas por virus, las infecciones
emergentes o re-emergentes, la asociacién entre los virus y
algunas comorbilidades, el posible uso de los virus para
incrementar la respuesta inmunitaria contra diversas
enfermedades, encontrardn en este libro, abundante
material de consulta debidamente actualizado, al tiempo
que complementan el valor didactico de esta obra y la
convierten en texto obligado de consulta.
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