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REPLICACION Y CUANTIFICACION VIRALES

Por : El Profesor

JORGE E. OSSA L.  DVM=MS$

Replicacién,

Antes de entrar a discutir los diferentes pasos que se suceden en el proceso de la infeccién de
una célula por un agente viral , es necesario advertir que los mecanismos utilizados por los di~
ferentes virus son muy variados ; por lo tanto o que clcancemos o decir en esta oportunidad no
serd mds que unas generalidades del tema.

Si bien la palabra replicacidn se refiere especialmente al proceso de multiplicacién del genoma
viral , vamos a repasar bajo este titulo toda la serie de eventos que deben sucederse para que
la infeccién de una célula ocurre en una forma exitosa.

El primer gran problema que el virus debe resolver es el de el mecanismo de transmisién de.un
huésped al siguiente . Para asegurar su sobrevivencia cada uno de los virus se ha ingeniado un
mecanismo : contacto directo , via oral , utilizando vectores, ect. Una vez que este primer
problema ha sido resuelto , el virus debe adherirse a la célula para que posteriormente ocurra
la penetracién del virus; aqui no termina el problema para el virus sinembargo , pues o con-
tinuacidn este debe ser desnudado pora que se libere el material genético , el cual debeser.re-
plicado y nuevamente ensamblado en su cépside , para que luego pueda ocurrir la liberacién del
virus, y en este proceso de la liberacién los virus con envoltura deben adquirir esta estructura,
y luego si' tendremos un nuevo virién infeccioso , listo para iniciar otro ciclo de infeccién,bien
en la célula vecina o en otro huésped.

En cuanto a los mecanismos de transmisidén , son tan variados , tan interesantes y de tanta trans~
cendencia para el enfendimiento de las enfermedades infecciosas en general , que cuaiquier co-
mentario adicional resultaria muy pobre onte lo magnitud del tema. Me propongo entonces , a
continuacidn entrar a desglosar los mecanismos o pasos anteriormente mencionados y hacer algu-
nos comentarios al respecto.

Adhesién,  Para que ocurra una correcta adhesién de un virus o una célula deben existir en
la membrana celular unos sitios especificos llamados receptores virales. El contacto fisico entre
la célula y la particula viral es el momento inicial de la odhesién , la cuol es esencialmente
un proceso electrostdtico y por lo tanto, puede ser ofectado por la concentiracidén iénica y el
“pH del medio. '

Si bien la adhesién es un paso indispensable para que ocurra la replicacién , también pueden
ocurrir las llamadas infecciones abortivas, que son aquellas en las cuales , no obstante que la
adhesién se lleva a cabo en una forma normal y completa , el proceso de replicacién es inhibi-
do posteriormente por cualesquiera otras circunstancias.
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La naturaleza quimica de los receptores virales yaria para los. diferentes virys;asi por ejemplo, para, fos
Picornavirus se ha demostrado que los receptores son de origen lipoproteico , mientras que paralos
Mixovirus , son Mucoproteinas. La presencia de los receptores virales especificos depende de la
especie de la célula, y aln de la clase de tejido de donde la célula provenga , dentro de la
misma especie. El estado fisiolégico de la célula también es muy importante: cuando se traté de
infectar células primarias de rifén y de testiculo de mono con poliovirus , estas células carecieron
de los receptores especificos ; pero después de cultivar las células in vitro por algunos dias , lps
células desarrollaron esos receptores , y la infeccién ocurrié en forma exitosa. Se ho demostrado
también , que si los receptores son destruidos por medic de tratamiento con enzimas , las células
asi fratadas se hacen completamente resistentes al virus correspondiente. '

Penetracién .  Este paso se inicia inmediatamente después de la adhesién , y se caracterizaporque-
una vez que esto ha ocurrido , no es posible récuperar el virus sin destruir la célula , lo cual st
es posible en cualquier momenio de la adhesién.

Con la ayuda del microscopio electrénico se ha podido demostrar que en el caso de los virus con
envoltura , la penetracién ocurre mediante la fusién de la envoltura del virus con la membrana cé-
lular, mientras que en el caso de los virus desnudos , el virién completo penetra en forma intacta
a través de la membrona.

La penetracién también puede ocurrir mediante un proceso de fagocitosis , para virus con o sin en-
voltura, '

La penetracién , al contrario de la adhesién es un proceso dependiente de la temperatura , de tal
suerte que se puede lograr una sincronizacién , in vitro, de la replicacién viral si la adhesién -
ocurre en el frio, y luego se pasa a 37°C donde el proceso de penefracién ocurritfa simulténea-
mente para todas las particulas adheridas.

Desnudamiento .  Este paso tiene lugar en las vacuolas fagociticas que se forman al penetrar el
virus en la célula , con la ayuda de enzimas lisosomales. Este proceso representa , obviamente ,-
un gran peligro para el virus ya que una vez liberado el material genético de su copside protec-
tor puede ser atacado por las enzimas existentes en el citoplasma celular, Sobre esta etapa setie-
ne realmente poca informacién y los mecanismos bésicos por medio de los cuales el virus es capaz de
sobrevivir en este momento de la infeccién , siguen siendo un enigma para lo mayoria de los virus.

La proporcién de viriones que terminan exitosamente una infeccién , es relaiivamente baja y varias
razones podrian explicarlo:  Fallas en la adhesién, desprendimiento del virus despuds de una co-
rrecta adhesion , fallas en el desnudamiento , y la destruccién del material genético después del
desnudamiento , podrifan ser las més importantes,

Después del desnudamiento se continia una fase llamada de ECLIPSE , que se caracteriza porque
durante esta fase es imposible recuperar el virus , ain destruyendo la célula , si es posible , des-
de luego , recuperar DNA o RNA infecciosos en algunos casos.

Replicacién. La replicacién del genoma viral puede tener lugar en el citoplasma celular , como
es el caso de la mayorfa , pero no todos los virus que contienen RNA , o en el nucleo, como es
el coso de todos los virus que contienen DNA , excepto los Poxvirus.
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Los patrones de replicacién de los virus son muy variables , y para tener una idea completa de
este proceso se hace necesario entrar a considerar cada grupe de virus por separado ; no cobstante
como lo anterior se sale de los objetivos de esta discusién , voy a intentar mencionar sélo aigu-
nos aspectos sobresalientes .

En cuanto a los virus que se replican en el nucleo, todo el proceso de multiplicacién ocurre en
este sitio excepto la sintesis de proteina , para lo cual la informacidn correspondiente sale del
nucleo en forma de RNA mensajero y va a los ribosomas donde se forman las proteinas que re-
gresan al nucleo de nuevo , para el ensamblaje del virién.

Todos los virus que .confienen RNA , a excepcién de los Mixovirus , se replican en el citoplas-
ma y allf mismo tienen lugar la sintesis de las proteinas necesarias pora el ensamblaje del! virién.

Maduracién y liberacién. La variabilidad de los virus también se hace patente en este proceso
de maduracién y liberacién. En términos generales la maduracién consiste en la formacién de los
capsides a partir de las proteinas sintetizadas mediante la informacién del &cido nucleico viral ,
y esta formacién de cépsides puede llevarse a cabo independientemente, de la asociacién con el
écido nucleico, o simulténeamente con la inclusién del genoma , quedando conformado el nuc!eo-
capside.

Un fendmeno interesante y que estd relacionado ‘con la maduracién de 1os virus, es el que ocurre cuando
una célula es infectada simultdneamente con dos virus relacionados como Polio tipo™1 y Polic’tipo. 2:
como las proteinas de cada uno de los virus se estd produciendo al mismc tiempo, puede ocurrir
que proteinas de uno sean incorporadas en el cépside del ofro, o puede ocurrir también , que el
genoma de un tipo sea incorporado al cdpside de! ofro ; adn con algunes virus no tan relaciona-
dos como los del anterior ejemplo , se ha comprobado que puede ocurrir una mezcla fenotipica.
Lo anterior es muy importante si lo consideramos conjuntamente con la capacidad que los écidos
nucleicos tienen para suftir recombinaciones , mutaciones , étc. que en un momento dado expli-
carfa la aparicién de enfermedades virales atipicas , e inclusive la aparicién de nuevas enferme-
dodes , pues estamos tratando con agentes que tienen un material genético maleable y sensible a
las presiones del medio ambiente.

La envoltura,es adquirida por los virus al pasar por las membranas celulares; bien del nucleo co-
mo es el caso de los Herpesvirus, bien de membrans intracitopldsméticas como en el caso de al-
gunos Togavirus, o bien de la membrana celular como ocurre con los Mixo y Paramixovirus. El
Gliimo paso en la infeccién viral lo constituye la liberacién de las nuevas particulas virales; esto
puede ocurrir mediante lisis de la célule o por gemacién a partir de la membrana celular , nue-
vamente el virus se encuenira expuesto ol ataque enzimético e inmunolégico , por lo tanto este
paso constifuye otro gran peligro para la sobrevivencia de! virus. Los Herpesvirus , por su parte,
maduran por gemacién a partir de la membrana nuclear , y viajan a las células vecinas a través
de microtGbulos , para evitar asi la posible accidn desintegrante de las enzimas existentes en el
citoplasma de la célula, y para evitar también, le neutralizdcién por parte de anticuerpos espe-
cificos existentes en los Ifquidos extracelulares.
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Cuantificacién de los Virus.

Se entiende por titulacién de ung titulacién de una suspensién viral , al proceso por medio del
cual podemos cuantificar la actividad biolégica de un determinado virus. Toda ciencia requiere
de una fose cuantitativa , generalmente posterior a la fase inicial o descriptiva ; los virélogos
entonces , se vieron también en la necesidad de inventar sus propios pardmetros para medir laac-
tividad bicldgica de los virus. Estos parémetros , como todas las medidas existentes, fueron to-
mados en forma arbitraria, pero tienen aceptacién universal y son la base sobre la cual gira la
investigacién en esta ciencia.

A diferencia de las bacterias , que pueden cuantificarse en forma directa mediante el recuento de
colonias sobre medios artificiales , o mediante el recuento de las células mismas al microscopio de
uz , los virus por su pequefifsimo tamafio , y por su carGcter de pardsitos intracelulares obligato-
rios, s6lo permiten su cuantificacién en forma indirecta , a través de los efectos que producen -
bien sea en su huésped natural , en animales de laboratorio o en cultivos de celulares.

Por los afios de 1900 , cuando la Virologic apenas empezaba o vislumbrarse , los Virus eran estu-
diados en sus huéspedes naturales; es comin leer acerca de los estudios sobre Fiebre Amarillapa=
ra los cuales se utilizaron voluntarios humanos. Posteriormente se encontré que los huevos embrionados
son un excelente medio de cultivo para algunos virus; seguidamente , empezaron a caracterizarse los
diferentes animales de laboratorio, entre los cuales se destacan los ratones , hamsters, conejos y mu-
chos otros.  Como se recordard , no todos los virus son capaces de producrir efectos nocivos en todas
las especies de animales y por esta razén fué necesario, y alin hoy sigue siendo necesario buscar hués-
pedes o sistemas indicadores que se adapten a las condiciones. de laboratorio. , para poder estudiar
los diferentes virus.

En la década de 1930 fué descubierto el microscopio electrénico , con el cual pudimos por pri-
mera vez observar directamente a los virus. Para efectos de cuantificacién viral el microscopic
no fué de mucho valor , sinembargo , pues ademés de que este aparato no estd al alcance de la
mayorfa de los laboratorios, debido a su alto costo , tampoco es capaz de decirnos si fa partiéu-
la’viral que estamos viendo , es infecciosa o né; y esta informacién es importante porque no o=
dos los viriones ensamblados y liberados de una célula infectada son normales ; puede darse el ca-
so de que haya cdpsides sin genoma , y ain que el genoma sea defectuoso ; en el cual caso no
seran infecciosos; se ha calculado aproximadamente que sélo 1 de cada 15 & 30 particulas de!
vitus de Influenza son infecciosas ; que sélo 1 de cada 10 particulas del virus de la peste aviar
es infeccioso y en el caso del papiloma del conejo , sélo 1 de 100.000 pariieulas es infecciosa).

La cuantificacién viral tiene su mayor importancia préctica en los laboratorios de investigacién,
donde es necesario saber con quée y con cudnto se esté trabajando a fin de que los resultados -
sean reproducibles y comparables con los resultados obtenidos por otros investigadores ; en los la-
boratorios de diagnéstico de enfermedades virales puesto que las pruebas serolégicas requieren tam-
bién cantidades determinadas de virus y, ademés, en los laboratorios dedicados a la produccidn de
vacunas es también necesario calcular exactamente la cantidad de antigenos necesario para obte-
ner la respuesta deseada.

Entre los animales de laboratorio , quizé el més cominmente utilizado es el ratén, por varias razones :
En primer lugar, el tamafio de este huésped es perfectamente adaptable al espacio escaso del laborato-
rio; en segundo lugar , la prolificidad y el corto perfodo de gestacién permiten tener animales enabun=-
- dancia como e! laboratorio lo requiere ; lo mds importante de los ratones como animales de laboratorio
es su amplio rango de susceptibilidad a los agentes virales y la posibilided de uniformar esa suscepfibi-
lidad a los agentes virales y la posibilidad de uniformar esa suceptibilidad mediante un proceso de -
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entrecruvzamiento. Todo {o anterior hace de este animal un excelente huésped indicader al alcance de
la mayoria de los laboratorios.

Para hacer la titulacién se procede de la siguiente forma :

Se selecciona el huésped indicador

Se hacen diluciones decimales de la muestra de virus { de 10 en 10 ).

Se inocula cada dilucidén en un grupo de animales

El H'tulo esté dado por la dilucién + alta que infecta ( causa sintomas ) o mata al 50% de
los animales inoculados. En el primer caso , ( infecta ) se habla de fa dosis infecciosa 50
(DI 50) ; en el segundo caso (mata), se habla de la dosis letal 50 ( DL 50},

Asi’, cuando se dice que un virus tiene un H’fulo de 106 en ratones, lacitentes, significa queuna
dilucién 1 en 1,000,000 , del mencionado virus, es capaz de matar el 50% de los ratones
que se inoculen con esa d||uc10n. ’

-P-QJ!\J-—'

Algunos virus como la Influenza y el Newcusfle , tienen propieades hemaglutinantes , es de-
cir que son capaces de aglutinar glébulos rojos de algunas especies , pnncupulmenfe de aves;
esta propiedad puede también ser utilizada pare hacer o cuantificacién viral y en este caso
el titulo estd dado por la dilucién mayor del virus que es capaz de aglutinar |os glébulos ro~
jos.

Mucho més se podria decir acerca de este topico, pero ello implicarfa entrar en detalles que
no son oportunos , cuando el propésito de la charla es sélo el de hater una introduccién en
el tema.
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