Capitulo 3

REPLICACION VIRAL

Norman Balcazar M.

a hemos mencionado que los virus requieren un sustrato de células vivas

para su multiplicaciéon; que ningun virus tiene organelas y por lo tanto

carecen de capacidad metabdlica (excepto algunos virus que tienen
enzimas para iniciar la infeccion), y que, por lo tanto, todos ellos son obligato-
riamente intracelulares. Para entender c6mo los virus infectan las células, ex-
presan su informacion genética, se multiplican y finalmente producen altera-
cion, se requiere de un conjunto de conceptos y definiciones que son, en
parte, el objeto de este capitulo.

Para que un virus se replique, este debe primero infectar una célula; pero un
virus determinado no infecta células de todas las especies, ni a todos los indi-
viduos de una especie, ni a todas las células en un individuo. Cada virus tiene
un rango, mas o menos estrecho, de especies que puede infectar, en forma
natural, accidental o experimental, y tiene también un tropismo, mas o menos
estrecho, de células a las cuales infecta dentro de un individuo. La susceptibi-
lidad se refiere a la condicién que tiene una especie, o un individuo o una
célula para infectarse con un agente determinado. Pero también debemos
tener en cuenta que la infecciéon de una célula susceptible no garantiza,
automaticamente, que la replicacion viral se lleve a cabo; como tampoco el
hecho de que un individuo se infecte, garantiza que sufra la enfermedad.

La infeccion de células susceptibles puede ser productiva, restrictiva, abortiva
o latente. La infeccion productiva ocurre solo en células donde la disponibili-
dad enzimas y de senales celulares sean las mas indicadas, para que el virus se
replique y produzca una progenie, a este tipo de células se les conoce como
permisivas. La infeccion abortiva no sostiene la produccion de progenie viral y
puede darse principalmente por dos razones; aunque la célula pueda ser sus-
ceptible, esta no posee el soporte enzimatico necesario para que el virus pro-
duzca nuevas particulas virales, en este tipo de infeccion solo unos cuantos
genes virales pueden expresarse. También puede resultar de la infeccion de



w
{o-]

PRINCIPIOS DE VIROLOGIA

células permisivas 0 no permisivas con virus defectivos, los cuales carecen de
una informacion genética completa.

Las células pueden ser transitoriamente permisivas, y las consecuencias €s
que el virus permanece en la célula ya sea hasta que esta se vuelva permisiva
0 a que solo unas pocas celulas en una poblacion produzcan progenie viral en
algtin momento. Este tipo de infeccion se ha definido como restrictiva por
algunos investigadores y restringente por otros. La marca de la infeccion laten-
te es la persistencia de los genomas virales, sin la concomitante produccion de
particulas infecciosas, en células no-permisivas transitoriamente sin que el vi-
rus destruya de la célula infectada.

El ciclo replicativo, de todos los virus, exhibe varias caracteristicas en comun
(figura 1). Primero, por varias horas después de la exposicion de las células al
virus, no se detecta el virus infeccioso. Este intervalo es conocido como la fase
de Eclipse, y senala el hecho de que los genomas virales han sido expuestos a
la maquinaria enzimatica del hospedero, que implica la destruccion de la inte-
gridad de la particula viral. Esta fase es seguida por un intervalo en el cual la
progenie viral se acumula en la célula o en el ambiente extracelular a velocida-
des exponenciales. Este intervalo es conocido como la fase de maduracion.
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Figura 1. Ciclo replicativo de virus que infectan células eucarioticas. La escala de
tiempo varia para diferentes virus; estos pueden variar desde 8 horas (poliovirus) has-
ta mas de 40 horas (citomegalovirus). Adaptado de Fields Virology. 1996



Después de varias horas las células infectadas con virus liticos cesan toda acti-
vidad metabdlica y pierden su integridad estructural. Células infectadas con
otro tipo de virus pueden continuar sintetizando viriones indefinidamente. Los
ciclos replicativos de los virus varian de 6-8 horas (picornavirus) a mas de 40
horas (algunos herpesvirus).

La forma mds sencilla como podemos resumir los eventos de la replicacion
viral es la siguiente, (ver figura 2).

Adherencia

e Liberacion
por lisis celular

Figura 2. Ciclo de replicacién de un virus desnudo (poliovirus)
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Pasos en la replicacion viral:

1. Adherencia de los viriones a la célula.

2. Penetracion: entrada del material genético del virus al interior de la célu-
la, con o sin otros componentes del virion.

3. Decapsidacion o desnudamiento; exposicion del material genético del vi-
rus a la maquinaria enzimatica de la célula.

. Expresion de genes virales.

4
5. Produccion de componentes del virion, incluyendo el material geneético
6. Ensamblaje del virion.

7

_ Liberaciéon de virus infeccioso.
Adherencia

Para producir una infeccion, las particulas virales deben unirse a las células.
Los ligandos virales son moléculas especificas presentes en la superficie del
virion que se enlazan a receptores (proteina, glicoproteinas o glicolipidos)
presentes en la membrana plasmatica de la célula susceptible.

La adherencia requiere de la presencia de iones en el medio ambiente, en
un concentracion lo suficientemente elevada como para reducir la repulsion
electrostatica, pero es independiente de temperatura y energia.

Los receptores para un grupo de virus son miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, tal como la integrina ICAM-1 (Molécula de adhesion
intracelular tipo 1, siglas en ingles) , la cual es el principal receptor para
muchos Rhinovirus, y la CD4, uno de los receptores para el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). Otros tipos de receptores virales son algu-
nos receptores para hormonas y permeasas. Aunque existe un grado de es-
pecificidad en el reconocimiento de receptores celulares por virus particulares,
virus completamente diferentes, por ejemplo Ortomixovirus y Paramixovirus,
pueden utilizar el mismo receptor y virus relacionados, por ejemplo
Coronavirus de raton y humanos, o diferentes serotipos de Rinovirus huma-
nos, pueden utilizar receptores completamente diferentes. LOs virus han evo-
lucionado para aprovechar una variedad de glicoproteinas de membrana como
sus receptores, pero la funcion principal de dichos receptores, en principio,
no tiene nada que ver con los virus.

Recientemente se ha acumulado suficiente evidencia que indica que algunos
virus emplean mas de un receptor celular. Si estos estan situados en diferentes
tipos celulares, explicarian en parte la ampliacion del tropismo del virus. Existe,
igualmente, evidencia que sugiere la presencia de receptores secuenciales en



el'mismo tipo de célula, es decir: un receptor de "rango-amplio”, con el cual es
virus establece un primer contacto, y receptores de " rango-estrecho”, el cual
esta mas intimamente asociado con la membrana, facilitando la entrada del
virion por fusion. Un ejemplo del empleo de receptores secuenciales, lo tene-
mos con algunos virus de la familia Herpesviridae; se ha propuesto que el
heparan sulfato, presente en muchos tipos celulares, sirve como receptor de
‘rango-amplio”, para establecer un primer contacto virus-célula; posteriormen-
te se establece un contacto mas especifico entre proteinas de la envoltura viral
y receptores tales como: mediador de la entrada del herpesvirus (HveA, siglas
en ingles) y proteinas relacionadas con el receptor del poliovirus (Pvr, Prr1,
Prr2).

La adherencia de los virus a la célula, en muchos casos, conduce a cambios
irreversibles en la estructura del virién: en otros casos, sin embargo, cuando la
penetracion no se lleva cabo, el virus se separa de la célula y se adhiere a otra
célula diferente. Como ejemplo de esta (ltima categoria podemos mencionar
los ortomixovirus y los paramixovirus, los cuales presenta en su membrana una
enzima denominada neuraminidasa (enzima que digiere parte del receptor).
Estos virus pueden separarse de sus receptores, rompiendo el acido neuraminico
terminal de la cadena de polisacaridos de su receptor.

Penetracion

La penetracion es un paso que depende del suministro de energia. Este ocurre
casi instantaneamente después de la adherencia e involucra uno de los si-
guientes mecanismos:

a. Paso directo del virus completo a través de la membrana plasmatica de la
célula susceptible.

b. Endocitosis de la particula viral, este mecanismo produce una acumulacion
de viriones al interior de vesiculas citoplasmaticas

c. Fusion de la envoltura del virus con la membrana plasmatica de la célula.

Los virus no envueltos penetran principalmente mediante los dos primeros
mecanismos. Se conoce, por ejemplo, que en el curso de la adsorcion de la
particula del poliovirus a la célula, la capside se modifica y pierde su integridad
estructural a medida que el complejo proteina - RNA es transportado hacia el
interior celular. Los virus envuelto, Paramixovirus y Herpesvirus penetran como
una consecuencia de la fusion de sus envolturas con la membrana plasmatica,
mientras que los ortomixovirus se fusionan con la membrana citoplasmatica
después de que ha ocurrido la endocitosis. La fusion requiere de la interaccion
entre proteinas de "fusion" presentes en el virus con proteinas especificas de la
membrana celular.
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Desnudamiento

El desnudamiento es un término aplicado a los eventos que ocurren después
de la penetracion del virus a la célula susceptible. Estos eventos son necesa-
rios para que el genoma viral y las transcriptasas (en aquellos virus que llevan
este tipo de enzimas) queden libres para iniciar el proceso de replicacion pro-
piamente dicho. Este paso es sumamente delicado (peligroso) para el virus,
pues en el citoplasma celular existen nucleasas que podrian destruir la infor-
macion genética.

Muchos virus (ortomixovirus, paramixovirus, picornavirus) se desprenden de
su envoltura o de la capside, una vez penetran a la célula infectada. En células
infectadas con virus pertenecientes a la familia de los herpes y muy probable-
mente también con los papovavirus y los adenovirus, la capside es transporta-
da por el citoesqueleto, desde el sitio de entrada hasta los poros nucleares. En
el poro nuclear, una funcion especifica del virus activa varios factores celula-
res, para que sean estos los que liberen el DNA viral o un complejo DNA-
proteinas hacia el nucleo, la capside, finalmente se desintegra.

En células infectadas con reovirus, solo una porcion de la capside es removida,
para permitir la entrada de factores celulares, necesarios para la expresion de
los genes virales. El genoma del poxvirus es expuesto en dos fases. En la pri-
mera fase, la cubierta mas externa es removida por enzimas del hospedero,
pero la liberacion del DNA viral de la capside parece requerir de la participa-
cion de proteinas virales producidas después de establecerse la infeccion.

Estrategias de replicacion

En el curso de la evolucion, los virus han desarrollado estrategias relacionadas
con a.) la organizacion de sus genes, b) la expresion, c) la replicacion de sus
genomas y d) con el ensamblaje y maduracion de las nuevas particulas virales.
Antes de considerar con cierto detalle cada uno de los anteriores items, vale la
pena recordar que la sintesis de proteinas virales por parte de la maquinaria
enzimatica de la célula hospedera es el evento clave en la replicacion viral.
Independiente del tamano, composicion y organizacion de su genoma, el vi-
rus debe presentar a la célula hospedera un RNA mensajero que la célula
pueda reconocer como tal y traducirla (ver figura 3.

En este aspecto la célula impone tres restricciones a los virus. Primero, la célu-
la sintetiza su propio RNAm en el ntcleo por transcripcion de su DNA seguido
de unos procesamientos adicionales. La céiula por lo tanto carece de a) Las
enzimas necesarias para sintetizar RNAm a partir de un RNA genomico, ya sea
en el nucleo o en el citoplasma y b) Enzimas capaces de transcribir DNA viral
en el citoplasma. Las consecuencias de estas restricciones es que solo virus
cuyo material genético sea DNA y que alcancen el nucleo pueden tomar ven-



taja de las transcriptasas celulares para sintetizar su propio RNAm. Todos los
demas virus han desarrollado sus propias enzimas para generar RNAm.

Segundo, la maquinaria de sintesis de proteinas en eucariotes solo puede tra-
ducir mensajes monocistronicos ( RNAm que tienen un sitio Unico de inicia-
Cion y terminacion de la traduccion), estas son incapaces de reconocer sitio
internos de iniciacion de la traducciéon en los RNAm. Las consecuencias de
esta restriccion es que los virus deben producir por separado diferentes RNAm
0 producir grandes polipeptidos que posteriormente, mediante el concurso de

enzimas virales o celulares, puedan dar lugar a proteinas unicas ya sean fun-
cionales o estructurales.

Por ultimo, en la célula infectada, la expresion de los genomas virales compi-
ten con la expresion de la gran cantidad de genes celulares. Para alcanzar
cantidades abundantes de sus proteinas, los virus han desarrollado estrategias
que le confieren ya sea una ventaja competitiva en la expresion de sus RNAmM
0 una capacidad para inhibir la sintesis o traduccién de los RNAm celulares.

Picornavirus
Orthomyxovirus 5411 Togavirus
Bunyavirus RNA-  —3p!  mRNA — | RNA+ | Favivirus
Rhabdovirus Coronavirus
Filovirus Calicivirus

RNA de dobl
CITOPLASMA cadena | Reovirus

Figura 3. Estrategias utilizados por los diferentes grupos virales, para la produccién
de RNAm. Adaptado del esquema de D. Baltimore (1971) Bacteriol. Rev. 35:235
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La replicacion, propiamente dicha, tiene por objeto la sintesis de las proteinas
necesarias para las nuevas particulas virales y la replicacion del nuevo genoma.
Este proceso, aparentemente complicado, ha empezado a aclararse en los ul-
timos anos, si bien, para el caso de algunos virus no se tiene todavia toda la
informacion.

Los genes virales estan codificados en genomas RNA o DNA. Estos genomas
pueden ser de cadena unica o de cadena doble, ademas, los virus pueden ser
monopartitas, cuando todo el genoma esta contenido en una unica capside, o
multipartitas cuando el genoma esta distribuido en varios segmentos, cada
uno en una capside diferente; en este ultimo caso todas las particulas son
necesarias para la infeccion exitosa. Todos los virus de los animales son
monopartitas.

Entre los virus de genoma RNA, Unicamente los miembros de la familia de los
reovirus contiene un genoma de doble cadena, el cual consta de 10 a 12 seg-
mentos o cromosomas. Los genomas de todos los otros virus RNA son de cade-
na unica; ellos pueden ser monocistronicos (picornavirus, togavirus,
paramyxovirus, rabdovirus, corona virus, retrovirus) o policistronicos
(ortomyxovirus, arenavirus y bunyavirus). Todos los genomas virales de RNA
son lineales.

Con la excepcion de los parvovirus, 10s virus DNA son completa o parcialmente
de doble cadena. Todos los virus DNA que infectan hospederos vertebrados,
contienen un genoma monocistronico y son lineales, a excepcion de los
papovavirus que contienen un genoma DNA circular.

Podemos dividir los virus con genoma RNA en cuatro grupos:

El primero, compuesto por los picornavirus, los togavirus y los coronavirus,
tienen un RNA de cadena sencilla que por si mismo puede servir como RNA
mensajero sin necesidad de procesamiento previo, por esta razon este grupo
de virus no requiere transportar una transcriptasa (y, por la misma razon el solo
acido nucleico de estos virus inoculado artificialmente en una célula puede
dar lugar a nuevos virus; 0 sea que €s capaz de producir infeccion). El RNA en
primer lugar se traduce en proteinas, la primera de las cuales es una polimerasa
necesaria para que el RNA (+), (por convencion se llama RNA positivo a aqueél
que tiene capacidad de RNA mensajero), sea copiado en RNA negativo y este
a su vez en un RNA positivo que sefa el nuevo genoma para completar, con las
proteinas previamente formadas, el nuevo virus.

El segundo grupo esta constituido por los ortomixovirus, los paramixovirus, los
arenavirus, los rhabdovirus y los bunyavirus que también tienen RNA de cade-
na sencilla, pero de polaridad negativa. Estos virus tienen en primer lugar que
transcribirse en RNA positivo (0 sea RNA mensajero). Puesto que la célula no



tiene la transcriptasa necesaria para que se cumpla esta funcion, todos los
virus de esta categoria tienen que llevar consigo esta enzima a fin de poder
sintetizar las proteinas para el nuevo virus. El genoma del virus parental se
copia en un RNA positivo y este a su vez en un RNA negativo que servid de
genoma para los nuevos virus (consecuentemente, el acido nucleico extracta-
do de esta clase de virus no es infeccioso per se).

Un tercer grupo de virus RNA lo constituyen los retrovirus, que se caracterizan
por tener un RNA de cadena sencilla de polaridad positiva, pero hacen su
replicacion mediante transcripcion a DNA. Como la célula no tiene una enzima
capaz de realizar este proceso, los virus tienen que llevar consigo la famosa
transcriptasa reversa (esta enzima encontrada por primera vez en estos virus y
no sospechada antes, rompio el dogma de la biologia molecular, segun el cual
la informacion genética solo fluia de DNA a RNA y de éste a proteinas). Por
accion de la transcriptasa reversa se produce una cadena de DNA complemen-
taria al RNA viral, luego se produce una segunda cadena de DNA complemen-
taria, lo cual da lugar finalmente a una cadena doble y circular de DNA que es
llevada al nucleo donde se integra al DNA de la célula huésped; a partir de
este momento la informacion viral se denomina provirus y se comporta como
un gen celular que puede eventualmente expresarse utilizando para ello las
enzimas celulares.

El ultimo grupo de virus RNA lo constituyen los reovirus y los birnavirus. Estos
poseen una doble cadena de RNA segmentada (una positiva y la otra negati-
va). En este caso, la cadena positiva sale parcialmente de la capside, y sirve
como RNA mensajero y a la vez como molde para que se produzca una cadena
complementaria de RNA negativo. De esta manera se produce la cadena doble
de RNA que constituye el nuevo genoma.

Igualmente, los virus de DNA se pueden dividir en 4 grupos:

El primero constituido por los papovavirus, los adenovirus y los herpesvirus
que son transcritos y replicados en el nicleo de la célula huésped haciendo
uso de las enzimas presentes en ese ntcleo (por lo anterior, el DNA de estos
virus, si se inyecta en el nucleo de una célula puede ser infeccioso).

El segundo grupo lo constituyen los poxvirus y el virus de la peste porcina
africana, los cuales inician su transcripcion en la misma capside v la finalizan a
nivel del citoplasma. Estos virus tienen que llevar su propia transcriptasa, pues-
to que normalmente la célula sélo tiene esta enzima en el nucleo. Los poxvirus
son quiza los virus mas complejos y por lo tanto sus mecanismos de replicacion
no estan muy claros.

En el tercer grupo estan los parvovirus, los cuales poseen una cadena sencilla
de DNA. En este grupo hay dos variedades, unos que son autéonomos y otros
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que requieren de la presencia de un adenovirus o de un herpesvirus para
poder iniciar su replicacion. De la cadena sencilla de DNA, que es de polaridad
positiva, se debe producir una cadena complementaria de DNA y a partir de
este momento el proceso contintia como si se tratara de un virus de doble
cadena de DNA. La replicacion de estos virus tiene lugar en el nacleo; hay
diferencias importantes en los mecanismos intimos que utilizan los virus auto-
nomos de los que utilizan los virus defectuosos (aquéllos que necesitan de
otro para su replicacion); pero en esta oportunidad no nos detendremos en

mas detalles.

£l tltimo grupo de virus DNA lo constituyen los Hepadnavirus. Las dos cade-
nas de DNA que constituyen el genoma del virus son transcritas cada una en
RNA que sirven para la traduccion en proteinas, en primer lugar y, en segun-
do lugar, mediante transcriptasa reversa, para dar lugar al DNA para el nuevo
virus.

En resumen, la replicacion viral implica todo un arsenal de mecanismos
genéticos y enzimaticos, dependiendo de la naturaleza del genoma viral.
Estos mecanismos son mas 0 menos conocidos, dependiendo también de la
complejidad de cada grupo y, por esta razon, todavia quedan soluciones de
continuidad en el conocimiento de la replicacion de algunos virus.

Ensamblaje y liberacion

Finalmente, el ensamblaje y la liberacion de los virus son dos pasos que
estan intimamente relacionados por lo que seran considerados en conjunto.
El proceso tiene lugar en el ntcleo, como es el caso de los herpesvirus; en el
citoplasma, como ocurre con los picornavirus, los reovirus, los adenovirus,
los parvovirus y los poxvirus; 0 a nivel de membranas celulares como €s el
caso de todos los virus RNA que tienen envoltura (ortomixovirus, paramixovirus,
arenavirus, rhabdovirus, togavirus, retrovirus, Bunyavirus, Flavivirus, Torovirus
y coronavirus).

En el caso de los herpesvirus, el ensamblaje de la capside tiene lugar en la
membrana interna de la membrana nuclear y de esta misma membrana me-
diante gemacion, el virus toma la envoltura. Luego los virus son transporta-
dos en vesiculas hasta el exterior de la célula evitando el contacto con el
medio citoplasmatico (figura 4).

Los virus que se ensamblan en el citoplasma dependen exclusivamente de la
lisis de la célula para ganar su liberacion. La lisis o desintegracion de la célula
ocurre por efecto de la inhibicion de la sintesis de macromoléculas inducida

. por las proteinas virales, por efecto toxico de ciertas proteinas virales (adeno
virus) o por otros mecanismos no bien caracterizados.



Figura 4. Representacién esquematica de los diferentes pasos en la replicacién del
citomegalovirus (Herpesvirus) del cobayo en una célula de las glandulas salivales. E
origen de la secuencia estd indicado por numerales. N nucleo, C citoplasma, D ducto
salival. Tomado de Fong et al. Arch. Virol. 64.,(97-108) 1980.

Los virus que se ensamblan a nivel de membranas celulares, lo hacen introdu-
ciendo en primer lugar proteinas virales en la membrana; la nucleocapside se
ensambla en la parte adyacente a la membrana modificada. El virus gana su
envoltura al gemar de esa membrana, que puede ser la membrana citoplastica,
€n cuyo caso el virus logra simultineamente la liberacion, retrovirus, por ejem-
plo, o puede ser una membrana intracitoplasmatica (del aparato de Golgi o del
reticulo endoplasmico, como es el caso de los coronavirus y los flavivirus): en
este caso el virus quedaria dentro de la célula y de alli puede salir por lisis.

La liberacion por gemacion es un sistema mucho mas eficiente que la lisis,
pues no implica necesariamente la destruccion de la célula; entre los virus que
utilizan este método, los efectos patoldgicos sobre la célula varian: puede
haber lisis como en los togavirus, o no lisis como es el caso de algunos retrovirus.

El proceso de ensamblaje de las proteinas en capsides obedece a las leyes de
la termodinamica en el sentido de que ocurre espontineamente y se logran
estructuras estables. Igualmente debemos tener presente para entender pos-
teriormente los mecanismos de patogénesis viral, que los virus que se ensam-
blan y se liberan en asociacién con membranas celulares, inducen cambios
antigénicos en las células al introducir glicoproteinas de origen viral en dicha
membrana; a través de estos cambios el sistema inmunolégico puede recono-
cer el estado de infeccion de la célula y proceder a su destruccion.



=
o

PRINCIPIOS DE VIROLOGIA

Epilogo. El estudio de la replicacion viral es la base fundamental para el enten-
dimiento de la patogénesis, de la inmunidad, de la terapia, de la cuantificacion
y de los mecanismos tumorigénicos de los virus. Su estudio esta pues, indica-
do para aquellos que, ademas de curiosidad cientifica, tienen un interes prag-
matico en cualquiera de los temas mencionados.
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