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Resumen

El virus sincitial respiratorio es uno de los patégenos con la mds alta prevalencia en infecciones del
tracto respiratorio superior e inferior. Este virus desencadena cuadros tan severos como bronquiolitis
en los lactantes y neumontias en los ancianos. El desarrollo de vacunas se ha visto afectado por la
falta de conocimiento respecto a cudl es el mecanismo inmunitario adecuado para prevenir la infec-
cién, ademds de la capacidad del virus para interferir con el desarrollo de la respuesta inmunitaria.
El objetivo es revisar la biologia molecular del virus, cémo éste puede interferir con la respuesta
inmunitaria y cémo este conocimiento previo ha servido para desarrollar estrategias profildcticas
tipo vacunas que aunque todavia estdn en escala del laboratorio lucen prometedoras. La fuente de
informacion para esta revision fueron los articulos publicados desde 1990 hasta la fecha en las revistas
indexadas en 1SI y PUBMED.
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Abstract

Respiratory syncytial virus is one of the pathogens with the highest prevalence in infections of upper
and lower respiratory tracts. This virus triggers clinical phenotypes as severe as bronchiolytis in
infants and pneumonia in the elderly. The development of vaccines has been hampered by the lack
of knowledge regarding the adequate immune mechanism able to address the infection as well as the
ability of the virus to interfere with the development of a complete immune response. The aim of
this paper is to review the molecular biology aspects of the virus; how the virus is able to interfere
with the immune response; and how this previous knowledge has helped us to develop prophylactic
strategies as vaccines, which they look promising even though they are still at bench scale. The
source for this review came from articles published from 1990 until today in journal indexed in ISI
and PUBMED.
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El virus sincitial respiratorio (VSR) es uno de los patégenos respiratorios mds im-
portantes que afecta todos los grupos etdreos. Aproximadamente, el 90% de los
nifios se infecta alrededor de los 2 afios de edad (1, 2). Sin embargo, lactantes (<18
meses de edad) y los ancianos son los grupos que sufren la forma mads severa de
la infeccién, como es la enfermedad del tracto respiratorio inferior (bronquiolitis y
neumonia) (1).

En la mayor parte de los casos, el grado mayor de severidad se observa durante
la primo-infeccién. Estudios previos sugirieron que los lactantes con un historial
clinico de nacimiento prematuro, displasia broncopulmonar, enfermedad congénita
del corazén, fibrosis quistica o inmunosupresién tienen mas riesgo de desarrollar los
cuadros mds severos de bronquiolitis 0 neumonia que conllevan un alto indice de
muerte (1, 2). No obstante, el andlisis de un estudio epidemioldgico reveld que las
muertes asociadas a infeccién por el VSR en nifios norteamericanos, en el periodo
comprendido entre 1979 y 1997, no se presentaron en el grupo de nifios con el mayor
riesgo de desarrollar las formas mds severas de la infeccién (3). Lo anterior sugiere
que la posibilidad de muerte asociada a infeccién por el VSR puede presentarse en
cualquier lactante, no importa su condicién previa.

Larecurrencia de la infeccién a lolargo de la vida del individuo es comtin, debido
aquenose desarrollaunainmunidad completa contrael VSR. Aunque laenfermedad
del tracto respiratorio superior (rinitis u otitis media aguda) es la principal forma
de presentacion clinica de la infeccién en nifios mayores de 2 afios y adultos, ésta
también puede ser la causa de hasta el 2,4% de los casos de neumonia adquirida
en la comunidad que se presentan en estos grupos poblacionales (4). En ancianos,
la infeccién por el VSR tiene un indice de mortalidad cercano al 10%. Un estudio
previo mostr6 que el 78% de dichas muertes se presentaron en aquellos ancianos
con enfermedad cardiaca y/o pulmonar (5).

La bronquiolitis secundaria a la infeccién por el VSR es la causa principal de hos-
pitalizacién en el lactante (6). Esto se traduce en una carga severa para los servicios
de salud. Es mads, en el periodo comprendido entre 1997 y 2004, la atencién médica
en las salas de emergencia incurri6 en costos cercanos a los 202 millones de délares
en los Estados Unidos de América (6).

En el presente no se encuentra comercializada una vacuna que proteja contra la
infeccién por el VSR, y el tratamiento actual, Ribavirina, s6lo produce una modesta
mejoria de corta duracién en el cuadro respiratorio (7), y su uso se ha restringido
a un grupo altamente selecto de pacientes que sufren de inmunodeficiencia de cé-
lulas T (8). La inmunoprofilaxis pasiva que involucra la utilizacién de una versién
humanizada de un anticuerpo monoclonal contra la proteina F del VSR (anti-VSR-F,
palivizumab) protege a individuos en alto riesgo de infeccién. Desafortunadamente,
su costo limita las oportunidades de generalizar su uso como profildctico. El desarro-
llo de antivirales requiere una comprension total de los aspectos moleculares de los
eventos tempranos de la infeccién, incluyendo aquellos relacionados con la interac-
cion virus-huésped necesarios para la fusién del virus con la célula y la entrada del
material genémico viral. Dicha comprensién es un trabajo en progreso.
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1.a. Biologia y estructura del VSR

El VSR humano se encuentra clasificado como un virus que pertenece al género
Pneumovirus, subfamilia Pneumovirinae, familia Paramyxoviridae, orden Mononegavi-
rales, cuyos miembros consisten de virus ARN de cadena sencilla, no segmentada y
de orientacién negativa. Ademds del VSR humano, el género Pneumovirus incluye
el VSR bovino, el VSR ovino y el virus pneumonia del ratén.

La subfamilia Pneumovirinae también incluye al género Metapneumovirus, el cual
difiere de los pneumovirus con respecto al orden de los genes y ala ausencia de genes
que se encargan de codificar las proteinas no estructurales. El género Metapneumo-
virus incluye a las especies recientemente descubiertas del pneumovirus humano y
del pneumovirus de las aves.

Elvirién del VSR consiste de unanucleocdpside contenida dentro de unaenvoltura
lipidica. Los viriones se caracterizan por su forma esférica irregular y un rango de
tamafio que varia entre 150 y 300 nm. E1 VSR también puede adquirir una forma fila-
mentosa que tiene un didmetro de 60-100 nm y una longitud de hasta 10 um (9).

La membrana plasmadtica de la célula huésped provee la bicapa lipidica de la
envoltura del virus. Las glicoproteinas transmembranales del virus (las proteinas F,
G y SH) se autoorganizan de tal manera que forman espiculas (“spikes”), visibles a
través del microscopio electrénico. Las proteinas de las balsas lipidicas de la célula
huésped tambiénse incorporanalaenvolturadelas particulas virales maduras (10-12).
La proteina de la matriz (M) del virus conecta la nucleocdpside con la envoltura.

Lanucleocdpside tiene un didmetro de 15nmy se observa a través del microscopio
electrénico como un material electro-denso en el interior de las formas redondas y
filamentosas del VSR (9). Dichas nucleocédpsides consisten del genoma viral y proteinas
asociadas al genoma, como son la proteina N, la fosfoproteina P, la subunidad mayor
dela polimerasa Ly el factor anti-terminacién M2-1. Tanto el genoma del virus como
sus protefnas asociadas en la nucleocdpside forman un complejo ribonucleoproteico
muy compacto, el cual es resistente a la actividad RNasa.

1.b. El genoma

La mayoria de los viriones tienen un genoma de ARN con una longitud de 15.222
nucleétidos y con una orientacion negativa. Sin embargo, existe una fraccién de los
viriones que incorpora el intermediario replicativo de orientacién positiva, llamado
ARN antigenémico. Dicho ARN antigenémico se sintetiza durante la replicacién
viral y sirve de plantilla para la sintesis del genoma del virus. Lo anterior indica que
no hay un mecanismo que permita discriminar entre ambas formas de ARN durante
el empaquetamiento del virus. Otras caracteristicas adicionales de estas formas de
ARN del genoma del virus son el no presentar gorra o “cap” y no tener una cola de
poliadenina.

El genoma codifica para 10 ARN mensajeros. Los genes virales se ordenan con
sentido 3" al 5" enlasiguiente manera: NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L. EIARNm para
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M2 contiene dos marcos de lectura que codifican para dos diferentes proteinas: M2-1
y M2-2. Parael evento de la transcripcion, el genoma del virus contiene unas secuen-
cias cortas que acttian en cis y que sefialan las fronteras de cada gen; las secuencias
de inicio del gen (GS) y de terminacién del gen (GE). La enzima ARN-polimerasa,
dependiente de ARN, reconoce a la secuencia GS, y asf inicia la transcripcién del
gen vecino, mientras la secuencia GE sirve de sefial para liberar el ARNm naciente
y afiadir la cadena de poli-A (13). Los primeros 9 genes se encuentran separados
uno del otro mediante secuencias no conservadas; sin embargo, los genes M2y L se
sobreponen por 68 nucleétidos, lo cual coloca la secuencia GS del gen L dentro del
gen M2. Por tltimo, una secuencia sefial adicional que acttia en cis localizada en el
extremo 3’ del genoma cumple funciones importantes para los eventos de transcrip-
cién y de replicacién viral (13).

1.c. Proteinas del virus

La proteina G es una glicoproteina tipo II con abundantes glicosilaciones N y O.
Debido a sus propiedades de mucina, media la mayor parte de la adsorcién del virus
a las células huésped a través de la unién con los glicosaminoglicanos altamente
sulfatados presentes en la membrana plasmatica (14). Las moléculas de carbohi-
dratos asociadas a la proteina G contribuyen a la unién del virus con la célula (14).
Por otro lado, la proteina G tiene un motivo que le permite unirse al receptor de la
fractalkina, y tal unién se ha postulado como responsable de la depresién respiratoria
en neonatos infectados con el VSR (15, 16).

La ausencia del gen que codifica para la proteina G (cepa recombinante VSRAG)
no afecta el ensamblaje ni la propagacion del virus. Por otra parte, esta cepa recom-
binante permitié demostrar que la proteina F contribuye parcialmente con el proceso
de unién o adsorcion del virus con la membrana celular (17). Sin embargo, la proteina
G es necesaria para una propagacion eficiente del VSR in vivo. A demds, la proteina
G contribuye en el sesgo de la respuesta inmune hacia un perfil Th-2, lo cual puede
explicar el defecto en lograr una inmunidad completa y durable contra el VSR.

La glicoproteina F media la penetracién del virus porque facilita la fusién entre
la envoltura del virién y la membrana de la célula huésped. La proteina F forma
trimeros que aparecen como espiculas en forma de conos 0 bombones en imédgenes
obtenidas por microscopia electrénica. Estas espiculas parecen ser formas alternas
que los trimeros adquieren antes y después de desencadenar la fusion (18, 19). Estos
cambios en la estructura parecen ser necesarios en llevar el péptido de fusion hacia
una posicién mds cercana a la secuencia “ancla” de la proteina F; desencadendndose,
asi, la fusion del virus (y/ o célula infectada) con la membrana de la célula “blanco”
(18, 19). Como se coment6 previamente, la proteina F también participa en la unién
del virus alamembrana dela célula. Algunas moléculas dela membrana dela célula
identificadas como receptores para la proteina F incluyen a las proteinas ICAM-1,
Anexina II y “Toll-like receptor (TLR)-4” (20-22).

La proteina F requiere de un mecanismo de “maduracién” que consiste en el

corte del precursor F0 para producir el heterodimero F2-F1 unidos a través de enlace
disulfuro. Dicho evento de “maduracién” sucede en el compartimiento trans-Golgi
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y es catalizado por una enzima serina proteasa semejante a la Furina (23, 24). Este
evento post-traduccional permite la liberacién del péptido de fusién que se en-
cuentra localizado en el extremo aminoterminal de la subunidad F1. Por otro lado,
la subunidad F2 parece ser determinante en la especificidad de especie del VSR
humano y el VSR bovino en cuanto a la infeccién de células humanas y bovinas
respectivamente (25).

La proteina SH es una pequefia proteina hidrofébica cuya funcién no se conoce. La
eliminacién del gen que codifica para la protefna SH no interfiere con la propagacién
in vitro o in vivo del VSR. Sin embargo, la proteina SH parece fortalecer el evento de
fusion debido, tal vez, a la formacién de un complejo oligomérico conformado por
las proteinas F, G y SH, el cual tiene mayor afinidad por los glicosaminoglicanos
comparado con el mostrado por las proteinas G o F (26).

La proteina de la matriz viral (M) forma una capa que recubre la cara interna
de la envoltura viral y cumple un papel esencial en el ensamblaje del virus debido
a sus contactos con la membrana plasmadtica, la envoltura y la nucleocdpside del
virus (27, 28). Ademds, su propiedad de unirse al ARN viral contribuye al proceso
de ensamblaje (27, 28). Por otro lado, la proteina M parece cumplir un papel impor-
tante en la usurpacién de las actividades de la célula huésped debido a que inhibe
la transcripcién de la célula (29).

Las proteinas N, P, M2-1 y L, que se encuentran asociadas a la nucleocapside,
cumplen papeles esenciales en diferentes estadios de los eventos de transcripcién y
de replicacién viral. La proteina N forma un complejo fuerte con el ARN genémico
o antigenémico, y este complejo es el que constituye la nucleocdpside resistente a
la actividad de la enzima ribonucleasa. La proteina P facilita dicha interaccién al
servir como chaperona ala proteina N (30). Estos oligémeros N-P también funcionan
como cofactores de la enzima polimerasa viral. Para tal efecto, la proteina P debe
ser fosforilada para que el complejo polimerasa sea funcional (31). La proteina L
es la subunidad principal de la enzima ARN polimerasa dependiente de ARN. El
oligémero formado por las proteinas N, P y L es suficiente para la replicacién viral;
sin embargo, el factor de anti-terminacién M2-1 es necesario que haga parte del
complejo con el fin de obtener la méxima eficiencia en la transcripcién (32, 33). La
proteina M2-1 cumple este papel debido a que reduce el niimero de complejos de
polimerasa que se separan del genoma (32, 33). De esta manera, la proteina M2-1
facilitala transcripcion a través de las regiones intergénicas e incrementa la expresion
de los genes que se encuentran en la region distal (32, 33).

El factor regulador M2-2 es responsable de cambiar la condicién operacional del
complejo de la polimerasa de un modo transcripcional a uno de replicacién. Este
paso es critico para la propagacién eficiente del VSR (34, 35). En este momento no
se conoce como la proteina M2-2 facilita dicho cambio.

Las proteinas no estructurales NS1y NS2 parecen servir de antagonistas al sistema
del IFN tipo I debido a que interfieren con la actividad del factor de transcripcién
IRF-3. Asi, la expresion de estas protefnas interfiere con la expresiéon de IFN- por
la célula infectada (36, 37).
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140

Homero Sanjuan Vergara, Mario Alberto Gutiérrez, Shyam S. Mohapatra

1.d. Integracién en el ciclo de replicacién

El ciclo de replicacion del VSR toma entre 16 a 20 horas en completarse (figura 1).
Como se mencioné previamente, las proteinas G y F del VSR contribuyen a la unién
del virus a las células. El modelo de penetracién del VSR mds aceptado hasta la
fecha es el mecanismo de fusién a nivel de membrana plasmadtica. Para tal evento,
un cambio en la forma de la proteina F permite que su péptido de fusién se inserte
dentro de la membrana celular. Aunque la evidencia experimental indica que el VSR
no utiliza de manera eficiente el sistema de endocitosis mediado por clatrinas para
penetrar las células, no estd claro si el VSR puede utilizar otras vias endociticas como
aquellas mediadas por las balsas lipidicas o la macropinocitosis (38).

Loseventos detranscripciény dereplicacién sucedenenel citoplasma. La deteccién
temprana de las primeras moléculas de ARNm y de proteinas del VSR ocurre entre
4 a 6 horas después de la infeccién (39). La transcripcion inicia cuando el complejo
polimerasa contacta al promotorlocalizado en el extremo 3’ del genoma. La transcrip-
cién de los diferentes genes del VSR ocurre de manera secuencial con la asistencia
de la proteina M2-1, que ayuda al complejo de la polimerasa a pasar a través de las
regiones intergénicas. A medida que la transcripcién progresa a lo largo del genoma,
algunos complejos se separan y la expresion de los genes que se encuentran distales
se reduce, lo cual resulta en un gradiente de expresién desde los genes proximales
a los distales. Los productos proteinicos se acumulan, y cuando el factor regulador
M2-2 alcanza cierto nivel, el complejo polimerasa cambia del modo transcripcional
al modo de replicacién. En esta condicién, el complejo de la polimerasa ignora las
sefales GE. Eneste evento, la copia antigenémica con orientacién positiva se sintetiza,
la cual sirve como plantilla para generar el genoma del virién (13).

La unién de la proteina N al ARN genémico o antigenémico asiste en el ensam-
blaje de la nucleocapside, la cual se complementa con la incorporacién del resto
de las proteinas asociadas a la misma. Las nucleocdpsides llegan a la membrana
plasmadtica, donde contactan a la proteina M, que se encuentra localizada en la cara
citoplasmatica de las balsas lipidicas (12, 27). Por otro lado, las proteinas F, G y SH
también se acumulan en las balsas lipidicas (11, 40, 41). Asi, las balsas lipidicas se
constituyen en el sitio donde ocurre el proceso final de ensamblaje y de gemacién del
VSR. Dicha gemacion ocurre por el lado apical de las células del epitelio bronquial
(42-44). De esta manera, la infeccién por el VSR causa dafio y pérdida del epitelio,
lo cual conduce a varias anormalidades fisiolégicas que incluyen taponamiento de
las vias aéreas por moco y aumento de la permeabilidad del epitelio. El grado de
dafio epitelial se correlaciona con la magnitud de lainflamacién y la hiperreactividad
de las vias aéreas. La molécula TLR-4 no sélo es reconocida por la proteina viral F
sino que parece intervenir en el proceso inflamatorio y media parte de la respuesta
antiviral. Lo anterior se deduce de la respuesta de ratones deficientes para TLR-4
ante la infeccién viral, en donde se observé una actividad defectuosa de las células
NK y una disminucién de la produccién de IL-12, ademds de una reduccién en la
eliminacién del VSR, cuando se compara con ratones silvestres (45). Aparte delo an-
terior, la infeccién por el VSR conlleva a un aumento en la expresién de las moléculas
TLR-4 en la membrana de las células del epitelio bronquial, lo cual las vuelve més
susceptibles a iniciar procesos inflamatorios inducidos por el lipopolisacdrido (46).
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Consistente con el papel del TLR-4 en el proceso inflamatorio, mutaciones de esta
proteina se asocian con un riesgo aumentado de bronquiolitis severa secundaria a
infeccion por el VSR en lactantes previamente sanos (47).

2. Respuesta del huésped a la infeccién por el VSR

En general, el conjunto de genes relacionado con el sistema del IFN coordina los
mecanismos requeridos para efectuar una respuesta inmunitaria adecuada asi como
un ambiente hostil hacia el virus. El sistema del IFN estd dividido en tipo 1 (IFN-o,
IFN-f e IFN-A) y en tipo 2 (IFN-y), y ambos controlan diferentes aspectos de las res-
puestas inmunes e inflamatorias (48, 49). Las moléculas de IFN producidas acttian
de manera autocrina o paracrina uniéndose a sus respectivos receptores. Esto inicia
la activacién del sistema de sefiales intracelular dependiente de Janus cinasa — STAT
(JAK-STAT), que conlleva a la transcripcion de los genes estimulados por el sistema
de IFN, los cuales son los directamente responsables de crear el ambiente hostil
hacia el virus (49). El sistema IFN-a./ 3 contribuye en el proceso de maduracion de
las células dendriticas, asi como en la expansién y activacion de las células NK, lo
cual es critico en el establecimiento de las respuestas inmunes innatas y adaptadas
contra la infeccién viral (50, 51).

La expresion de los genes relacionados al sistema IFN tipo 2 estd restringida
a ciertas células del sistema inmune que incluyen a las células NK, células Thl y
células T CD8 (48). La produccién temprana de IFN-y por las células NK activadas
influye en el proceso de diferenciaciéon de las células T CD4 y en el reclutamiento
de las células T CD8 en el sitio de la infeccion (48, 52-55). Asi, la produccién de
IFN-y crea un ambiente antiviral contra el VSR, como se ha demostrado en células
humanas como en modelos experimentales de ratones. Uno de los mediadores de tal
ambiente es la enzima 2’-5 oligoadenilato sintetasa (56), la cual también es regulada
por la presencia de IFN-a e IFN-f. Esta enzima estd encargada de la sintesis de 2’5
oligoadenilatos, los cuales activan la endoribonucleasa RNasa L que degradard de
moléculas de ARN de la célula y del virus, cortando dichas moléculas al extremo 3’
del motivo UpXp (57).

Sin embargo, el VSR es relativamente insensible a la accién del sistema del IFN
tipo 1. Ademds, el VSR es un pobre inductor de la respuesta de IFN, y hay evidencia
experimental que indica que el VSR es capaz de sobreponerse a la supresiéon de la
infeccion mediada por el IFN en el epitelio respiratorio (58, 59). La produccién de
IFN ennifios infectados por el VSR fue menor comparada conla producciéninducida
por otros virus respiratorios(60). Aun mds, VSR obtenido a partir de muestras clini-
cas interfiere con la produccién de IFN en células de origen epitelial y relacionadas
con el sistema inmune (monocitos, linfocitos T y linfocitos B) (61). El mecanismo de
resistencia del VSR hacia el sistema del IEN tipo 1 parece ser mediado por las protei-
nas NS1 y NS2. También se ha demostrado que las proteinas NS-1 y NS-2 interfieren
con la via de sefializacion JAK-STAT, debido a que desencadenan la degradacion de la
proteina STAT-2 a través de una via dependiente de proteasoma (62, 63). Lo anterior
explica la observacién clinica con base en la poca utilidad de la molécula IFN-2a en
lo referente a la profilaxis y el tratamiento de la infeccién por el VSR (64, 65).
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Las células epiteliales también participan en y regulan los eventos inflamatorios
mediante la sintesis y la secrecién de varias citoquinas con accién paracrina, tales
comoIL-1p,IL-6,IL-8, TNF-o, MIP-1a, RANTES, en células epiteliales (66-69). Durante
el estadio agudo de la infeccidn, la secrecién de dichas citoquinas inicia la respuesta
inflamatoria local ya sea de manera directa o amplificando el evento inflamatorio
previamente iniciado por macréfagos activados, eosinéfilos o linfocitos (70-72).

3. Profilaxis

Varias estrategias disefiadas en el laboratorio se han propuesto como medidas profildc-
ticas y terapéuticas contra la infeccién por el VSR (tabla 1). Estas incluyen vacunas,
el uso de drogas antivirales, la administracién de inmunidad pasiva y la utilizacién
de los mecanismos de interferencia del ARN (73, 74). Aunque la evidencia clinica
y experimental indica que la respuesta inmune media la resolucién de la infeccién
del VSR, no se conocen los agentes responsables. Por lo tanto, no entender cudl
es el mecanismo inmune adecuado, asi como el hecho de que no se desarrolla una
inmunidad completa contra el VSR, ha obstaculizado el progreso en el desarrollo
de vacunas (74).

3.a. Vacunas

Las diferentes estrategias empleadas en el disefio de vacunas han sido objeto de in-
tensainvestigacion conrespectoal VSR. Estasincluyen vacunas vivas recombinantes,
atenuadas, de subunidades y de ADN (35, 75, 76). A excepcién de la proteinaL, todas
las proteinas del VSR fueron probadas para inmunogenicidad y proteccién (77-79).

El primer intento de una vacuna consistié de un virus inactivo tratado con forma-
lina, mezclado con hidréxido de aluminio y administrado via intramuscular. Desa-
fortunadamente, el uso de esta vacuna se asocié con una enfermedad mds severa en
nifios infectados con la cepa circulante. Varios mecanismos se han propuesto como
responsables de este fenémeno, entre ellos, inmuno-potenciacién de la infeccién y
un desequilibrio de la relacién Th1/Th2 con un sesgo hacia el perfil Th2 (80-83).
Por lo anterior, la estrategia de construir vacunas inactivas se ha abandonado, y
en la actualidad se prefiere experimentar con vacunas construidas a partir de virus
vivos atenuados. Varias cepas mutantes obtenidas a través de virus replicados a
temperaturas bajas y sensibles a temperaturas (por su sigla en inglés, cpts) se han
evaluado; entre ellas, cpts 530/1009, cpts248/955 y cpts248/404 (los nimeros que
siguen al acrénimo cpts significan la posicién de los nucle6tidos que han mutado)
(84, 85). En estudios clinicos de fase I, cpts530/1009 y cpts248/404 resultaron ser
seguras cuando se administraron en nifios y adultos seropositivos para el VSR (84,
85). Sin embargo, cpts248/404 result6 ser mds inmunogénico (84). Desafortunada-
mente, la utilidad clinica de la formulacién cpts248/404 estd en entredicho, debido
al hecho de que esta formulacién produjo abundantes secreciones que obstruyeron
la nariz de los lactantes de 1-2 meses de edad, los cuales son los més necesitados de
proteccion (84, 86).
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La estrategia llamada genética reversa, que consiste en hacer las mutaciones
directas sobre la secuencia del ARN genémico, ha ayudado en el desarrollo de una
vacuna efectiva y segura. Asi, las cepas mutantes rA2cp248/404ASH y rA2cp248/
404 /1030ASH se disefiaron tomando como marco referencial la cepa cpts248 /404 (el
simbolo ASH indica que el gen que codifica para la proteina SH se ha eliminado del
genoma viral) (87). Ambas cepas resultaron estar lo suficientemente atenuadas en
nifios seropositivos, aunquela ceparA2cp248 /404 / 1030ASH mostré ser mds atenuada
en nifios seronegativos. Esta misma cepa result6 lo suficientemente inmunogénica
para ser considerada como prometedora, y es la tnica, hasta el momento, que no
produce obstruccién nasal en los lactantes (87).

Otros candidatos potenciales incluyen las cepas mutantes cuyas secuencias
codificadoras para las proteinas NS-1 y NS-2 fueron eliminadas del genoma viral
(88-90). Diversos estudios in vitro e in vivo indican que estas cepas mutantes estdn lo
suficientemente atenuadas (88-90). Ademads, las células infectadas con estas cepas
mutantes liberan mds IFN, lo cual indica que son muy inmunogénicas. Ademds,
estas mutantes no inducen tanta producciéon de aquellas quimiocinas involucradas
en la patogénesis de la infeccién por el VSR (88, 91). Se espera que estas nuevas
cepas entren prontamente en ensayos clinicos.

También se han desarrollado vacunas basadas en subunidades. Varios estudios
en fase I y II mostraron que la vacuna BBG2Na basada en la subunidad G resulté
ser prometedora en cuanto a seguridad e inmunogenicidad (92). Se estd en espera
de los resultados de un estudio de fase III.

3.b. Antivirales

Aunque la evidencia experimental indica que la droga Ribavirina interfiere de
manera eficiente con la transcripcién y la replicacién viral, los resultados clinicos
son desfavorables y su utilidad se ha dirigido para tratar la infeccién en un grupo
especial de individuos inmunodeficientes y durante los primeros dias de un curso
severo de la enfermedad (8, 73, 86, 93).

Sin embargo, el campo de investigacién en antivirales ha presentado interesantes
propuestas. La formulacién RFI-641 previene la unién y la fusién del virus con la
membrana celular (94-96). Lainhalaciéon de RFI-641 significativamente reducela carga
viral en el tracto respiratorio inferior de los monos verdes africanos. Sin embargo, la
droga fallé6 en mostrar una reduccién consistente en el tracto respiratorio superior
(96). Lo anterior parece indicar que la droga RFI-641 tiene potencial en proteger
contra la forma severa de la infeccién.

3.c. Inmunoprofilaxis pasiva

La administracién de una versién humanizada de un anticuerpo monoclonal contra
la proteina F del VSR (Palivizumab) protege individuos en alto riesgo de desarro-
llar infeccién contra el VSR (8, 73, 86, 97, 98). Desafortunadamente, su utilizacion es
costosa y existe preocupacion sobre la aparicién de nuevas cepas virales resistentes
debido a la naturaleza cuasiespecie de los virus tipo ARN. Esta preocupacién tomé
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fuerza cuando virus resistentes al palivizumab fueron generados in vitro y mostraron
resistencia a la profilaxis por esta formulacién en un modelo animal (99). Afortuna-
damente, se han ingeniado mediante mutagénesis iterativa nuevas variantes de Fab
y de anticuerpos IgG, los cuales muestran una mejoria en cuanto a su capacidad de
neutralizar el VSR en un orden que va desde 44 hasta 1.500 veces sobre el Palivizu-
mab (100). Lo anterior parece resolver el problema sobre el desarrollo de resistencia
mediante estrategias que involucren usar cada variante de anticuerpo de manera
independiente o en combinacién.

3.d. Profilaxis usando plasmidos

La administracién profildctica de un pldsmido que contenia el gen que codifica para
IFN-yenun modelo animal resulté en una disminucién de la replicacién viral e indujo
un perfil de respuesta Th1 contra el VSR (53, 101, 102). El hecho que la infeccién
natural por el VSR es resuelta por una elevada produccién de IFN-y, sugiere que los
resultados de este modelo animal podrian tener aplicacién en el cuadro humano.

Otra estrategia involucra la administracién via nasal de varios pldsmidos que
codifican todos las proteinas del VSR, a excepcién de la proteina L, en una formu-
lacién de nanoesferas asociadas con quitosdn. Dicha administracién profildctica
en un modelo animal resulté en una reduccién significativa de los titulos virales
después de la infeccién por VSR (102). Ademds, los ratones que recibieron dicha
formulacién no tuvieron cambios significativos en la reactividad de las vias aéreas
y no desarrollaron cambios inflamatorios en el pulmén. También se aumentaron los
niveles de IgG especifica contra el VSR; y en el mismo sentido, los niveles de IgA
nasal, linfocitos T citotéxicos e IFN-y en los pulmones. En conjunto, estos resultados
indican el potencial de esta formulacién contra el VSR.

Otra estrategia involucra la utilizacién de oligodeoxinucleétidos (ODN) que con-
tienen el motivo CpG como adyuvante de vacunas de subunidades contra el VSR.
Esta formulacién se probé en un modelo animal. La administracién simultédnea de
la proteina F adsorbida con hidréxido de aluminio y ODN-CpG resulté en un incre-
mento significativo en los titulos de neutralizacién del suero, en la generacién de
precursores de células asesinas y una eliminacién acelerada de los virus presentes
en los pulmones. También, esto se correlacioné con un aumento en los niveles de
IFN-y y de los titulos de IgG2a contra la proteina F.

Otra estrategia consiste en aprovechar el mecanismo de interferencia contra el
ARN. Dicho mecanismo es desencadenado por la presencia de ARN de doble ca-
dena, que es degradado en fragmentos de 21 a 25 nucléotidos (siRNAs) con extremos
5"y 3’ caracteristicos por la accién de una enzima parecida a la RNasa III, llamada
“Dicer” (103, 104). Estas moléculas siRNAs actiian como guias para un asociaciéon
de mdiltiples proteinas, que incluyen a la proteina Argonauta-2, la cual corta el
ARNm (105). Estos mecanismos que silencian los genes son altamente especificos
e inducen la inhibicién de la expresién de los genes a lo largo del organismo. Este
fenémeno bien caracterizado ha probado ser efectivo en silenciar genes de diferente
virus (106-108).
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En el caso del VSR, siRNAs contralos ARNm de las proteinas P y NS-1 resultaron
ser eficientes como profildcticos en estudios celulares y en modelos animales (109,
110). La administracién profildctica vianasal aun modelo animal de una formulacién
siRNA contra el ARNm de la proteina P del VSR redujo de manera significativa la
carga viral y los pardmetros de enfermedad asociados a la infeccién por el VSR (109).
No se necesit6 un adyuvante, ademds de utilizarse una muy baja dosis. Tampoco se
detectaron virus resistentes contra esta formulacién (109).

Otra manera de aportar los siRNAs es a través de pldsmidos que transcriben
ARN de doble cadena dentro de la célula. El promotor U6 conduce la transcripcién
del ARN de doble cadena, que es especifico contra el ARNm de la proteina NS-1
(110). Como se mencioné previamente, NS-1 es capaz de interferir con la respuesta
antiviral mediada por el IFN tipo 1 (36, 111). El silenciamiento del gen NS-1 atenu6
la replicacién del VSR y fortaleci6 la respuesta inmune a través de un incremento en
la produccion de IFN-f (110). Ademds, la via de sefiales derivada del IFN-f aument6
su actividad después de eliminar la proteina NS-1. La administracion profildctica de
esta formulacién combinada con quitosan a un modelo animal via nasal redujo signi-
ficativamente la carga viral y alivié la patologia pulmonar en ratones infectados con
el VSR (110). Las células dendriticas promovieron una respuesta Th-1 y los ratones
tratados con esta formulacién fueron protegidos contra reinfecciones porel VSR (110).
En conjunto, el silenciar la expresién del gen NS-1 mediante el uso de siRNAs indujo
la transcripcién de genes antivirales y suprimi6 la replicaciéon del VSR.

4. Conclusiones

El virus sincitial respiratorio tiene un impacto a nivel de salud ptblica debido a su
capacidad de infectar, no importa la edad del individuo. Su propia dindmica en el
ciclo de infeccién y la modulacién de la respuesta inmunitaria que se monta para
resolverla refleja la propiedad de algunas de sus proteinas como las NS-1y NS-2 en
cuanto a que bloquean el desarrollo de la respuesta tipo IFN, y asf interfieren con la
obtencién de una inmunidad total en el individuo. Lo anterior parcialmente explica
el hecho de que nos infectemos nuevamente con el VSR. El conocimiento obtenido,
asi como tecnologias derivadas de biologia molecular como la genética reversa, ha
permitido el desarrollo de candidatos a vacunas lo suficientemente atenuadas e in-
munogénicas. Por tltimo, la aplicacién de los mecanismos de interferencia al ARN
en el disefio de vacunas y de estrategias profildcticas puede dar origen a nuevas
formulaciones que resuelvan o prevengan la accién de las proteinas NS-1 y NS-2.
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Tabla 1
Estrategias de profilaxis contra la infeccién por el virus sincitial respiratorio

Estrategia Tipo Candidato Experimental Usados o en estudio Referencias
profilac- de fase clinica
tica
Inactivo Probado-Descartado 76-79
Cepa mutante por | cpts530/1009 Fase I-Segura 80-81
paso de replica-
ci6natemperatura | Cpts248 /404 Fase I-Segura e Inmu- 80-82
baja nogenética-
Defecto: Obstruccién
nasal
Producida por rA2cp248/404 SH Fase I-Segura e Inmu- 83
genética reversa nogenética en nifios
seropositivos
rA2cp248/404/1030 SH Fase I-Segura e 83

Inmunogenética en
nifios seronegativos.
Ventaja: No produce
obstruccién nasal

NS1/ NS2 Atenuantes e Inmu- 84-87
nogenéticas

Vacunas | Subunidades BBG2Na-Proteina G Fase II-Segura e inmu- 88
nogenética

Plasmicos y Oligo | Nanoparticulas de qui- | En ratones: Reduc- 98
tosdn “Cocktail” plds- | ciondetitulosvirales
micos codificando para | y desarrollo de in-
todas las proteinas del | munidad especifica
virus, excepto L

Oligodeoxinucleétidos | En ratones: Incre-
portando CpG asociado | mento significativo
a vacunas de subuni- | en titulos de neu-
dades tralizacién y desar-
rollos de inmunidad
celular especifica

Interferencias contra el | En ratones: Reduc- 105-107
ARNm de proteinas P | cién de carga viral,
y NS-1 sirve de adyuvante,

incrementa inmu-
nidad celular y hu-

moral
Inhibidor Ribavina Sélo en individuos 8,69, 82, 89
Transcripcion y inmunodeficientes o
Replicacioén Viral enfermedad severa
Antivi- | Inhibidor de la RFI-641 Redujo significati- 92
rales fusion viral vamente la carga

viral en el tracto
respiratorio inferior

de los monos verdes
africanos
Inmuno- Inhibe la unién Palivizumab (anticuerpo Protege a indiviudos 69, 82,93, 94
profilaxis del virus y la monocional contra la en alto riesgo de infec-
pasiva fusién con la proteina F) tarse con el VSR

célula
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Figura 1. Ciclo de replicacién del virus sincitial respiratorio. El ciclo de replicaciéon toma
entre 16 a 20 horas. Este comienza con la unién del virus a algunos receptores que se han
candidatizado, incluyendo ICAM-1, TLR-4 y Anexina-2. Una vez la ribonucleoproteinas
entran al citoplasma, inicia la transcripcién y transduccién de los diferentes genes con la
consecuente produccién de las proteinas del virus. La acumulacién de la protefna viral
M2-2 cambia el modo operacional del sistema de la polimerasa hacia la replicacién. Segun
el sitio final en la estructura del virus, las proteinas de la envoltura F, G y SH tienden a
ubicarse en las balsas lipidicas. La proteina M se localiza en la cara interna de las balsas
lipidicas, donde interacttia con las proteinas de la envoltura y dirige
el empaquetamiento del VSR.
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