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La infeccion

Imaginemos que un virus es capaz de penetrar a través de las barreras fisicas que forman nuestro
recubrimiento epitelial o mucoso, por ejemplo, en el tracto respiratorio. Imaginemos que el virus es
capaz de resistir las barreras quimicas y bioldgicas creadas por nuestros microorganismos comensales,
las células epiteliales y por las células inmunitarias que producen desagradables ambientes acidos,
grasos y salinos 0 que secretan enzimas toxicos o péptidos cationicos que podrian destruir sus
biomoléculas y con ello su integridad.

Si el virus ha sido capaz de saltarse esta barrera de elementos defensivos constitutivos y preformados,
ya lo tenemos en nuestro interior. Nos ha infectado. Ahora necesitamos que nuestras células sean
capaces de percibirlo, que puedan iniciar la respuesta inmunitaria innata inducida y la inflamatoria, con
el objetivo de contenerlo y erradicarlo en menos de 96 horas. Pero en este contexto hay que tener en
cuenta un detalle muy importante: el virus, ademas de penetrar, ha de dafar discretamente nuestros
tejidos. Ello no deberia ser ninguin obstaculo para él, pues seguramente tendra tropismo por alguna célula
del epitelio, penetrara asi en su interior, le
secuestrara la maquinaria biosintética en su
propio beneficio y generara nuevos viriones
con el consiguiente estallido y necrosis de la
célula infectada.

La deteccion de la infeccion

Con estas muertes celulares no
programadas se van a liberan de forma
masiva moléculas enddgenas celulares
gue, ademas, van a dafiar o modificar el
andamiaje de los tejidos. A estas moléculas
o cambios los denominamos “patrones
moleculares asociados al dano” (también
conocidos como DAMP o alarminas), y
son inmunogénicos pues las células de
la inmunidad innata poseen receptores

Fotomicrografia de barrido que muestra viriones de coronavirus saliendo de una que van a ser capaces de percibirlos y
célula infectada (National Institute of Allergy and Infectious Diseases-Rocky Mountain
reconocerlos.

Laboratories, NIH).
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Pero no debemos olvidar que, ademas del dano, tenemos al extrafo, al virus que ha conseguido
infectarnos. Pues bien, los microorganismos patogénicos también tienen otros patrones moleculares
asociados (en términos inmunolégicos, PAMP o MAMP) que seran reconocidos por los sensores
celulares. Como los microorganismos pueden localizarse o esconderse en cualquier ubicaciéon del
individuo, sus células, y especialmente las del sistema inmunitario, disponen de un gran abanico
de sensores de estos patrones y los denominamos “receptores que reconocen patrones” (PRR).
Estos numerosos PRR pertenecen a distintas familias estructurales y asi mismo cumplen funciones
muy diferentes. Hay sensores que se localizan tanto en las membranas de la célula (por ejemplo,
toll-like receptors o TLR, scavenger receptors o SR, y los receptores de manosa de los macréfagos
o MMR) como en el citoplasma de la misma (los NOD-like receptors o NLR, y los RIG-/ike receptors
o RLR), como en los humores o fluidos bioldgicos (la lectina que une manosa o MBL, y la proteina
C-reactiva o CRP). Este ultimo tipo de PRR humorales los producen también otras células, como los
hepatocitos, que los liberan a la sangre para que se repartan por todo el organismo.

Ademas de la funcion como sensor, los PRR cumplen otras dos funciones muy distintas y, a la vez,
muy importantes para la defensa del individuo. Por un lado, la fagocitosis de los microorganismos
gue sean reconocidos por los neutréfilos y los macréfagos; y, por otro lado, la activacion del
complemento, el principal ejecutor de la inmunidad innata humoral. Esta funcion tipo sensor va a
disparar la respuesta inmunitaria innata local, la respuesta inflamatoria y la de reparacion tisular. Se
va a aumentar la permeabilidad de los vasos para que nuevos componentes del sistema inmunitario
puedan acudir a este territorio que esta siendo invadido por los virus y que lasumay la unién hagan la
fuerza antimicrobiana. Asimismo, es muy destacable tener en cuenta que esta respuesta inflamatoria
y la actividad de las células dendriticas y macréfagos presentando antigenos y estimulando a los
linfocitos T, también va a llevar a la activacion de la respuesta inmunitaria adaptativa. Esta ultima es
la que, en Ultima instancia, combatira de la forma mas especifica, especializada y efectiva la infeccion
del virus, este parasito intracelular, y ademas podremos beneficiarnos de su efecto memoria ante
futuras exposiciones del mismo microbio.

Volvamos otra vez a fijarnos en el agente invasor, el virus, el cual, debido a que es una particula no
viva y de absoluta simplicidad estructural, podria ser muy resistente y esquivo a todas estas formas
de reconocimiento y medidas que la respuesta inmunitaria esta generando contra el mismo. Pero
nuestras células y nuestro sistema inmunitario han evolucionado a lo largo de millones de afos
de forma muy satisfactoria, conocedores de que existen los virus y que, para poder detectarlos y
contrarrestarlos, son necesarias otras estrategias muy diferentes que las que generamos contra los
otros tipos de microorganismos. Y nos estamos refiriendo a la inmunidad antiviral intrinseca, que
restringe directamente la replicacion viral y el ensamblaje, lo que hace que una célula no sea permisiva
a la colonizacion viral. Esta inmunidad intrinseca es conferida por factores preexistentes y, en gran
medida, por la presencia de factores inducidos por la propia infeccion del virus. Una de las formas
mas simples de impedir la actividad y replicacién viral se observa en invertebrados y la denominamos
“inmunidad basada en el RNA" al utilizar distintos tipos de RNA de interferencia que bloquearan
la expresion de los genes virales e incluso induciran su degradacion. Este sistema es comparable
a la regulacion epigenética que realizan los microRNA usando las enzimas Dicer y RISC, o de una
forma andloga al conocido sistema antiviral bacteriano CRISPR-Cas. Aumentando la complejidad
evolutiva, los vertebrados hemos desarrollado otro mecanismo mas complejo y eficiente, que es una
inmunidad basada en proteinas y es la respuesta a los interferones (IFN, su nombre deriva de que
interfiere en la capacidad infectiva de un virus). Como vamos a ver, la respuesta del interferén que
desencadena alguno de los citados PRR al detectar un virus, no solo afecta a la célula que percibe
este invasor (autocrina), sino que se extendera de forma paracrina a las células de su vecindario para
gue todas puedan degradar la informacién genética del virus e impedir la expresion de sus genes.
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Llegado este momento, es importante que veamos de forma algo mas detallado en qué consiste la
respuesta antiviral mediada por interferén. Los principales PRR que detectan la presencia de virus
se basan en localizar acidos nucleicos no “naturales” de la célula, como dsRNA y DNA con CpG no
metilados; se encuentran en las membranas de las vesiculas endociticas (dentro de la célula) y son
los TLR3, 7, 8 y 9, ademas de los RLR citosoélicos RIG-I y MDAS5. Mediante un mecanismo complejo
de sefializacion y transduccion, estos PRR consiguen que se fosforilen y dimericen componentes
de una familia de factores de transcripcién que se denominan IRF (interferon requlatory factor) y
gue puedan traslocarse al nucleo. Una vez en el nucleo, estos IRF interaccionaran con genes que
contienen en sus promotores secuencias nucleotidicas denominadas ISRE (IFN-stimulated response
elements) y que conducen a la expresion de los interferones de tipo | (IFN-a.e IFN-B) y otros genes
antivirales importantes (que luego volveremos con ellos). Hay que hacer notar que este interferén
que va a producir la célula, no interfiere directamente con el virus, sino que va a ser secretado, y
las células que posean receptores para los interferones de tipo | (IFNAR) seran las que se beneficien
de su produccion y liberacién. Afortunadamente, la expresiéon del receptor de IFN se transcribe en
ese contexto de ISRE, por lo que la célula productora serd una de las beneficiadas junto con otras
células del microambiente. La sefalizacion a través de los IFNAR lleva a un mecanismo similar donde
intervienen otros factores de transcripcion que actian sobre las mismas secuencias ISRE y alimentan
como un bucle con feedback positivo todo el proceso de sefalizaciéon y proteccion local contra los
virus.

Nos queda ver ahora cuales de esas proteinas que se van a producir gracias a los interferones son las
que directamente van en contra de los virus. En primer lugar, se aumenta la expresiéon del complejo
principal de histocompatibilidad de tipo | y la presentacién de proteinas celulares (y también virales,
pues el virus esta dentro de la célula y usa su maquinaria metabdlica) a los linfocitos T. Este proceso
fundamental para la vigilancia inmunolégica permite que los linfocitos detecten la produccién de
proteinas extrafas al organismo (como las virales), y si se da el caso, que se genere la respuesta
inmunitaria adaptativa. Todo ello acompafado en un contexto que maximiza la activaciéon de los
linfocitos citotéxicos (CTL) que, en Ultima instancia, seran los encargados de destruir a las células
infectadas por virus. Ademas de la activaciéon de los CTL, la célula produce una serie de enzimas que
degradan RNA virales como la 2',5' oligoadenilato sintetasa, PKR que impiden la accion de factores
de transcripcion necesarios para la expresion de proteinas virales, y proteasas que degradan las
proteinas de la capside viral que se hayan sintetizado, impidiendo el ensamblaje de nuevos viriones.
De esta forma tan eficiente, la inmunidad innata logra detectar los virus y no solo luchar contra
ellos, sino que inicia la activacion de la respuesta inmunitaria adaptativa.

Pero los virus no iban a ser menos que las células de los vertebrados, y su proceso evolutivo a
algunos también les ha permitido adquirir mecanismos de resistencia o de evasion de la respuesta
antiviral y, por ende, de la respuesta inmunitaria, contribuyendo a la inmunopatogenia de algunas
enfermedades virales. Estas estrategias son muy variadas y estan asociadas a la complejidad
gendémica del virus. Cuantos mas genes sean capaces de empaquetar en sus capsides, seguramente
mas genes tendran para bloguear la sefalizacion de PRR y de IFNAR. Para poder entenderlo mejor,
lo mas conveniente sera ver un ejemplo y, en estos momentos, tal vez el ejemplo mas interesante es
el coronavirus. Vayamos, pues, a ver los mecanismos inmunopatogénicos de los coronavirus.

En diciembre del afio 2019 la humanidad ha sufrido por tercera vez en las Ultimas dos décadas
una nueva zoonosis causada por un coronavirus (SARS-CoV-2, Severe Acute Respiratory Syndrome
coronavirus 2), provocando una epidemia que afecta a las vias respiratorias y que, en algunos
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casos, es una enfermedad muy grave, la denominada COVID-19. El avance de la biologia molecular
y el riesgo a que se convirtiera en una epidemia ha intensificado los esfuerzos de los centros de
investigacion, de las autoridades sanitarias de muchos paises y de la OMS. Gracias a ello, en tan
poco tiempo tenemos muchos datos epidemioldgicos, conocemos la informacion genética del virus
y se han desarrollado tests diagndsticos muy sensibles y cuantitativos. Se ha podido establecer el
tropismo viral sobre células epiteliales alveolares gracias a la interaccion con la exopeptidasa, enzima
convertidora de angiotensina (hACE2). Esta enzima transforma, preferentemente en el pulmon, al
precursor de la angiotensina en una molécula activa y que se encarga de regular la presion arterial.
Pero aun quedan muchas lagunas por resolver y que nos pueden ayudar a contener la epidemia,
como cudl ha sido el vector, el desarrollo de algun antiviral o de una vacuna. A pesar de todo, el
esfuerzo tecnolégico y humano ha sido tremendo y sin parangon.

El virus y sus genes estructurales

Los coronavirus son virus de RNA monocatenario con capacidad codificante (+ssRNA) y, en este caso
concreto, el tamafo del genoma del SARS-CoV-2 es de 30 kilobases (kb). Teniendo en cuenta que
10 kb es el tamano medio de los virus de RNA, este detalle sita a los coronavirus como los virus
de RNA con genoma mas grande. Y tener un genoma mayor conlleva mejoras en su supervivencia
y mejoras en su adaptacion al hospedador, lo que implica en muchos casos capacidad de escape
inmunoldgico o cierta inmunopatogenia. Esta complejidad, en primer lugar, se asocia con una
caracteristica muy relevante a la hora de la multiplicacion y la evolucion viral y es que el complejo de
replicacion transcripcion tiene actividad 3'-5" exorribonucleasa, lo que le confiere mayor fidelidad
de copia. Luego, los coronavirus mutan, seguro que mucho, pero menos de lo que cabria esperar
teniendo en cuenta que es un virus de RNA. Las proteinas que estan codificadas en su genoma se
dividen en dos grupos: proteinas no estructurales y proteinas estructurales. Empecemos por estas

E protein

S protein

M protein

llustracion de la morfologfa ultraestructural de los coronavirus. La proteina S de superficie o espicula da la apariencia de una corona rodeando al virién, cuando
se observa electrénicamente al microscopio. Se indican también las proteina E (envuelta) y M (membrana). Imagen: CDC/ Alissa Eckert, MS; Dan Higgins, MAMS
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ultimas, y dentro de las estructurales, en sentido 5'-3' tenemos:

- La proteina S (Spike, pincho) que, formando homotrimeros, crea esas estructuras que asoman
sobre la nucleocapside y le permiten anclarse a su receptor (hACE2).

- La proteina E (envuelta) encargada del ensamblaje viral y la patogenia del virus.

- La proteina M (membrana) tiene tres dominios transmembrana y al unirse a la nucleocapside
le confiere la estructura esférica.

- La proteina N (nucleocapside) tiene dos dominios: uno que interacciona con el RNA viral
conduciendo a su correcto encapsulamiento en los viriones; y otro dominio multifuncion
gue actua, por un lado como antagonista del IFN, y por otro lado como represor de los RNA
de interferencia, lo cual es muy importante para evitar la accién inmunitaria antiviral y es
beneficioso para su replicacion.

- Ademas, los B-coronavirus también disponen de la hemaglutinina-acetilesterasa (HE), una
glicoproteina que se une a restos de azucar en las membranas celulares e induce la fusion y
penetracién viral en la célula. Curiosamente, parece ser que el gen para HE fue introducido
en un genoma ancestral de coronavirus por recombinaciéon con el virus de la influenza C.

El analisis genético y molecular del SARS-CoV-2 nos permite afirmar que no es ni un mutante de
cualquier coronavirus anterior ni un recombinante de coronavirus conocidos. Es un coronavirus
desconocido, probablemente de un hospedador no humano que, de alguna manera, adquirio la
capacidad de infectar a humanos y provocar la presente zoonosis. Sobre los genes no estructurales
empezaremos abordando el papel que juegan las otras proteinas virales:

- La nsp13 es una helicasa, una enzima vital para el desempaquetado de los genes y, por ende,
para la replicacion y transcripcion viral.

- Las nsp7 a 10 son regiones criticas como reguladoras de la nsp12, que es la RNA polimerasa
multidominio y que, junto con la actividad de reparacion del RNA (MMR) de la nsp14, le
confiere estas altas tasas de fidelidad de copia.

- Por otro lado, como la sintesis del mMRNA del coronavirus se realiza en el citosol en lugar de en
el nucleo, los virus de +RNA de eucariotas no pueden confiar en que las proteinas nucleares
de la célula se encarguen de afadir la 7-metilguanosina (m7G) al primer nucle6tido del RNA
para protegerlo de las exorribonucleasas celulares (proceso que se denomina capping) y
conducir a su traduccion en proteinas. En este sentido, las nsp10-13-14-16 virales participan
en el capping del RNA viral.

Veamos entonces las claves de la inmunopatogenia de los coronavirus, que pivotan sobre el bloque
de la actividad antiviral que se pone de manifiesto gracias a la accion del resto de proteinas no
estructurales:

- La nsp1 de los SARS-CoV es una proteina de 20 kDa que se localiza en el citoplasma de
las células infectadas y que genera una variedad de funciones Unicas en los 3-coronavirus.
En primer lugar, es capaz de bloquear y degradar el mRNA del IFN-By otros mensajeros
enddgenos. En segundo lugar, al bloquear la fosforilacion de STAT1 e I-xB y la dimerizacién de
IRF3, inhibe las vias de transduccion de sefiales que involucran a IRF, STAT y NF-xB. Ello afecta
también a la progresion del ciclo celular sin inducir apoptosis, favoreciendo la supervivencia
viral.

- La nsp3, codificada en el gran ORF1 y que genera una proteina de 200 kDa con varios
dominios funcionales diferentes. Estos incluyen un dominio de unién de poli (ADP-ribosa), de

[[TRITOTSYSI (TS TEMPX % \/olurmen 39 - N° 1 /2020



M b e b A b A e A e o4

proteasa (papain-like protease, PLP), otro deubiquitinasa y un ultimo de ISGylasa. La funcién
PLP de nsp3 es la que antagoniza las respuestas IFN de tipo |, impidiendo la fosforilacion,
dimerizacién e importe al nucleo de IRF3. De forma andloga actta sobre la via de represién
del NF-xB. Ademas, la funcion ISGylasa contrarresta la accion del gen 15 estimulado por
interferén (ISG15), que es la ISGilacion. Veamos en qué consiste este proceso. La modificacion
postraduccional de las proteinas es una estrategia importante para la regulacion del proteoma
celular. La ubiquitina y otros modificadores similares a la ubiquitina, como ISG15, a través de
su conjugacion covalente a proteinas median la regulacion de los niveles de esas proteinas, las
vias de sefalizacion, el trafico vesicular y muchos otros procesos celulares. La ISG15 se codifica
y se expresa como una proteina precursora de 17 kDa que se procesa proteoliticamente
en su extremo C-ter para exponer una secuencia de aminoacidos, idéntica a la secuencia
C-ter de la ubiquitina, y sus adiciones covalentes a las proteinas son bastante similares. Por
este mecanismo se regula a la baja la vida media de las proteinas virales, disminuyendo su
capacidad de ensamblaje y la viabilidad de los mismos. De forma contraria, este proceso
afecta aumentando la vida media de muchos genes regulados al alza como respuesta de IRF.
Por este motivo, esta actividad ISGylasa parece una estrategia acertada de propagacion viral.

- Las otras nsp4 a nsp6 bloquean directamente la actividad antiviral que la célula deberia
poner en marcha inhibiendo la sefializacion del IFN. Algunas formas descritas por SARS-CoV
de antagonizar a los IFN de tipo | lo hacen mediante la inactivacion de la traducciéon del
hospedador; la degradacién de sus mRNA; interactuar negativamente con STING; antagonizar
la sefalizacion del IFN inducida por MAVS/RIG-I. Asi mismo, también lo consiguen bloqueando
la expresion de citocinas proinflamatorias y la generacién de las vesiculas que son necesarias
para la formacién de autofagosomas y el incremento de la presentacion de péptidos virales.

- Porultimo, lansp16 esuna2’-O-metiltransferasa (2'-O-MTasa) que bloquea muy selectivamente
la sefalizacién a través de MDAS, un tipo de RIG-like receptor.

Pero aqui no acaba la cosa. Tanto los factores virales antes descritos como los del huésped afectan
a la virulencia de las enfermedades por coronavirus en animales. Un ejemplo de ello es que tanto
la COVID-19 como el SARS se caracterizan por una respuesta inflamatoria exacerbada y, de hecho,
la carga viral no estd correlacionada con el empeoramiento de sintomas. En este contexto, es
vital conocer el mecanismo que desencadena que la respuesta inflamatoria del hospedador, con
sobrexpresiones de citocinas, se convierta en una causa principal de dafio pulmonar y posterior
mortalidad en los casos severos de COVID-19. Las dianas principales de la infeccién por los SARS-
CoV son las células epiteliales ciliadas de la via aérea y los neumocitos alveolares de tipo Il. Pero
también se ha demostrado que los SARS-CoV usan DC-SIGN y L-SIGN como correceptores para
la entrada. Es de sefalar que cada uno de estos receptores se sobreexpresan en algunos tipos de
células presentadoras de antigenos inmaduras (APC), sobre todo células dendriticas (DC) y podrian
aumentar el tropismo viral y, por consiguiente, contribuir ain mas a la inmunopatogenia de la
enfermedad. La alta infectividad viral en APC inmaduras indica que hay muchos PRR en ellas y
que el virus puede superar la respuesta antiviral inicial. Pero también nos revela que la maduracién
de las APC no sélo conlleva una bajada muy importante del nimero de PRR, sino la aparicion de
otros mecanismos de restriccion que evitan la replicacion del virus. Estas y otras APC actian como
primera defensa contra la infeccion viral al estimular la vigilancia inmunolégica, la defensa antiviral
intrinseca y el puente entre la inmunidad innata y adaptativa, participando en el reclutamiento de los
linfocitos de memoria y de células efectoras al sitio de infeccién. Ademas, estas APC profesionales
también son una fuente importante de interferones tipo I. Asi, el efecto citopatico del coronavirus
es un mecanismo indirecto de sobrestimulacion de APC y se asocia también con la induccion
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de inflamacién y la secrecidon masiva de citocinas en los pulmones como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a y
CXCL-10, que pueden provocar dafos en los tejidos y favorecer la diseminacion sistémica del virus.

Por otro lado, el mecanismo de escape inmune a través de la afectacion de APC daria como resultado
un aclaramiento viral ineficiente, lo que puede explicar la alta patogenicidad y las manifestaciones
clinicas vistas en COVID-19, MERS y SARS. Luego, que las APC funcionen adecuadamente es critico
para mitigar la infeccion y limitar el desarrollo de la enfermedad. En este sentido, existen tres posibles
candidatos terapéuticos sobre la mesa, baricitinib, fedratinib y ruxolitinib, que son inhibidores
potentes y selectivos de JAK aprobados para indicaciones como artritis reumatoide y mielofibrosis.
Los tres son potentes antiinflamatorios que inhiben la sefalizacion JAK-STAT de los receptores de
citocinas. Desde el punto de vista técnico y de desarrollo de farmacos, esta permisividad de APC
sobre los coronavirus nos va a ayudar en el screening in vitro de potenciales agentes terapéuticos.

Consideraciones finales

Enalgunos individuos, la presencia del coronavirus en las vias respiratorias va a ser la puerta de entrada
a otros microorganismos oportunistas que podrian ocasionar estas neumonias severas. Esta puerta
se abre por el efecto citopatico directo del virus sobre las células epiteliales del tracto respiratorio y
por el dano tisular local que la respuesta inflamatoria va a ocasionar. Si a esto le afnadimos un sistema
inmunitario ineficiente debido a los mecanismos de inmunoevasién del coronavirus, tenemos todas
las papeletas para convertir ala COVID-19 en una enfermedad especialmente contagiosa, perdurable
en el individuo y en algunos casos grave. Los mecanismos de escape viral e inmunopatogenia no
son Unicos de los coronavirus y han sido descritas muchas formas diferentes de interferir en la

Fotomicrografia de transmisién de coronavirus (National Institute of Allergy and Infectious Diseases-Rocky Mountain Laboratories, NIH).
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sefalizacién de citocinas y de sus mecanismos de transduccién. Ademas, otros virus de las familias
de adenovirus, herpes, papiloma y poxvirus, entre otros, interfieren en la actividad del proteasoma
y el proceso celular dedicado a la presentacion antigénica o de aparicion del MHC en la membrana.
Otros codifican citocinas inmunosupresoras o cambios de fenotipos de los linfocitos helper (como
el shift Th1 a Th2, poco eficiente para parasitos intracelulares). Generalmente son grandes virus de
DNA 'y aqui los coronavirus representan una buena excepcién a esta regla.

Hasta el momento, el SARS-CoV-2 se estd comportando como un enemigo de la especie humana,
con unas tasas de letalidad dificilmente asumibles y que estd poniendo en jaque el movimiento
de personas, la globalizacién y la economia mundial. Sin ninguna duda, sus efectos sobre paises
en vias de desarrollo seran todavia peores. Por ello, como enemigo que es de todos nosotros,
requiere un esfuerzo global para combatirlo. Destinemos los recursos necesarios para comprender
mejor la patogenia, desarrollar antivirales y medidas de soporte mas efectivas, y luchemos por
conseguir la vacuna preventiva. Tomemos las medidas oportunas para contener la diseminacién de
la enfermedad y protejamos a los mas sensibles o susceptibles a sucumbir ante el virus, pero con
cautela y sin alarmar innecesariamente a la poblacion. Pero eso si, no deberiamos permitir que la
COVID-19 se convierta en la pandemia del siglo xxi como sucedié con la gripe de 1918.

@ Para mas informacion, puede seguirse el blog

Inmunoensayos. Reflexiones y revisiones sobre la respuesta inmunitaria.
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