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Biologia molecular del cancer de prostata.

L

El cancer de préstata (CaP) “es el tumor mas frecuente en varones y
constituye la segunda causa de mortalidad por cancer en varones (por detras del
cancer de pulmén y colorrectal). Su incidencia aumenta con la edad,
diagnosticandose” (American Society of Clinical Oncology, 2020).

“El cancer de la préstata es una enfermedad que se desarrolla principalmente
en varones de edad avanzada. Un 90% de los casos se diagnostican en mayores
de 65 afios y la edad media de diagndstico es a los 75 afios.” (Gonzales & Garcia,
2021). A medida que los hombres envejecen, la prostata puede agrandarse y
bloguear la uretra o la vejiga. Esto puede ocasionar dificultad para orinar o interferir
con la funcién sexual. Este problema se conoce con el nombre de hiperplasia
prostética benigna que a menudo precisa de la cirugia para corregirlo. Los sintomas
de la hiperplasia prostatica benigna o de otros problemas que afectan la glandula

pueden ser similares a los sintomas del cancer de la proéstata.
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Factores de riesgo

Edad: La edad es el principal factor de riesgo para el cancer de préstata. El
riesgo de desarrollar un cancer de prostata empieza a aumentar a partir de
los 50 afios en hombres de raza blanca y a partir de los 40 afios en hombres
de raza negra o con historia familiar de cancer de préstata. La edad media
de presentacién es de 65 afos.

Raza: El cAncer de pristata es mas frecuente en hombres de raza negra que
en hombres de otras razas. Ademas, los hombres de raza negra tienen una
mayor probabilidad de ser diagnosticados en una etapa avanzada, y tienen
mas del doble de probabilidad de morir de cancer de préstata en comparacion
con los hombres blancos. Por otra parte, la tasa mas baja de cancer de
prostata se observa en individuos de raza asiatica.

Historia familiar: El cancer de prostata tiene un importante componente
genético (en torno a un 8% de los casos). Aquellos hombres que tienen un
familiar de primer grado (padre o hermano) diagnosticado de cancer de
prostata tienen mas probabilidad de desarrollar la enfermedad. En el cancer
de prostata hereditario la edad de aparicién del cancer es mas precoz (antes
de 55 afos) y a menudo los pacientes tienen familiares de primer grado
afectos de cancer de préstata. Se han descubierto genes implicados en una
mayor susceptibilidad al desarrollo de un cancer de prostata. De entre todos
ellos hay que destacar BRCAL1 y sobre todo BRCA2.

Infeccion e inflamacidn de la préstata: Algunos estudios han sugerido que la
prostatitis (inflamacién de la glandula prostatica) puede estar asociada a un
riesgo aumentado de cancer de pr@stata, aunque otros estudios no han

encontrado tal asociacion.

Genes alterados

Las alteraciones genéticas que conllevan al cancer consisten en mutaciones

de genes reguladores, cambios en los productos proteicos y cambios en la cantidad
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de los mismos (se producen como resultado de la expresion genética). Al
acumularse, estos cambios provocan que las células se vuelvan mas anormales y
gue el desarrollo de un cancer progrese. Puede encontrar mas detalles acerca de
estas transformaciones genéticas en nuestra pagina dedicada a las mutaciones. La
siguiente lista incluye a algunos de los genes que se han demostrado ser

importantes en el desarrollo del cancer de proéstata:

e Receptor androgénico
e GenPTEN
e Gen TP53

El receptor androgénico.

Muchas de las hormonas masculinas, incluyendo la testosterona, se
clasifican como andrégenos. Los receptores androgénicos (abreviados como AR
por sus siglas en inglés) son proteinas celulares que regulan el crecimiento y la
division de la célula. Una vez que un andrégeno entra a la célula y se adhiere
a su receptor molecular, el complejo actia como un factor de transcripcion,
promoviendo el crecimiento celular. Por lo tanto, estos receptores son
fundamentales para la regulacion del crecimiento normal de las células de la

prostata.

Varias mutaciones pueden estimular una sobre-expresiéon del gen del
receptor androgénico, resultando en un crecimiento no regulado de las células

prostaticas:

El gen se puede amplificar, aumentando la expresion de este, promoviendo
un crecimiento celular continuo aun cuando la cantidad de un andrégeno presente

en el cuerpo es baja.

La correlacion entre la expresion del gen del receptor androgénico y el cancer

de préstata ha llevado al desarrollo de antiandrégenos como opcién de tratamiento.
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Para mas informacion sobre el uso de moléculas anti-androgénicas en la terapia

contra el cancer, visite nuestra pagina sobre los tratamientos del cancer.

Los canceres de proOstata pueden adquirir la habilidad de crecer sin la
estimulacion androgénica. Estos canceres se denominan canceres de prostata
andrégeno-independientes o andrégeno-negativos. Es poco probable que un cancer

de prostata andrégeno-independiente reaccione a una terapia anti-androgénica.

PTEN

La enzima PTEN (fosfatasa y tensina) es el producto proteico del gen PTEN,
un gen de supresion de tumoral ubicado en el cromosoma 10, y sus configuraciones
mutadas se encuentran presentes con frecuencia en pacientes con cancer de
préstata. Este gen es fundamental para varios mecanismos celulares, incluyendo el
control del crecimiento de las células basales de la prostata. Varios ensayos clinicos
realizados con ratones indican que la proliferaciéon de estas células es un paso

importante en el desarrollo inicial del cancer de prostata.

p53

El p53 es un gen de supresion tumoral que participa en la reparacion del ADN
y la regulacién de la apoptosis. Las mutaciones de p53 ocurren Unicamente en una
pequefia fraccidn de casos de cancer de prostata, y usualmente estan asociadas

con tumores metastéticos.
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Cuadro clinico

Los sintomas asociados con las etapas tempranas del cancer de préstata son
pocos. Sin embargo, la mayoria de los casos de cancer de prostata se pueden
diagnosticar antes de que los sintomas se desarrollen a través del chequeo. La
Sociedad americana del cancer nombra a los siguientes sintomas asociados con

las etapas tardias del cancer de prostata:

e Incapacidad de orinar

e Flujo de orina débil o discontinuo

¢ Dificultad para empezar o parar el flujo de la orina
e Miccion frecuente, especialmente de noche

e Sangre en la orina

e Ardor al orinar

e Dolor continuo en la espalda, pelvis y parte superior del muslo
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Diagndstico molecular

Tacto rectal.

Consiste en un examen del recto mediante el cual el médico inserta un dedo
dentro de un guante lubricado en el recto y palpa la prostata a través de la pared
rectal en busca de nédulos o areas anormales. La glandula prostatica se encuentra
inmediatamente delante del recto, y la mayoria de los canceres comienzan en la
parte posterior de la glandula, lo que se puede palpar durante un examen del recto.
Este examen es incobmodo, pero no es doloroso y lleva muy poco tiempo realizarlo.
Debe valorarse el tamafio, la consistencia y la movilidad de la prostata.
Generalmente el cancer se localiza principalmente en la zona periférica de la
glandula asi que puede ser facilmente palpable. Un tacto rectal sospechoso es

indicacion de biopsia, independientemente de los niveles de PSA.
Determinacién de los niveles en sangre de PSA

Prueba de laboratorio que mide las concentraciones de este marcador en
sangre. Es una sustancia producida especificamente por la préstata que se puede
encontrar en mayor cantidad en la sangre de los hombres que tienen cancer de la
préstata. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los niveles de PSA también se
puede elevar en una infeccion o una inflamacién de la préstata como la hiperplasia
prostatica benigna (aumento de tamafio de la prostata de origen no canceroso). Hay
mucha controversia acerca de la conveniencia o no de realizar la prueba de PSA de
manera rutinaria en la poblacién general para la deteccion precoz a partir de los 50
afios, sin embargo, en pacientes con criterios de riego para desarrollar la
enfermedad (aquellos con historia familiar o portadores de mutacién en genes de
predisposicion) si es recomendable hacer una determinacion periddica acompafiada

de un tacto rectal a partri de los 40-45 afios.

Biopsia prostatica guiada por ecografia transrectal (ECOTR)
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La EcoTR es un procedimiento que consiste en insertar en el recto una sonda
gue tiene aproximadamente el tamafio de un dedo para examinar la préstata. La
sonda emite ondas sonoras en el recto que rebotan en la préstata y crean ecos que
son captados por la sonda. Un ordenador convierte el patron de ecos en una imagen
blanca y negra de la préstata. El procedimiento sélo dura unos minutos y provoca
algo de presién durante la introduccion de la sonda en el recto, pero usualmente
este procedimiento no causa dolor. La ecografia transrectal no se usa como prueba
de deteccién precoz del cancer de préstata, ya que a menudo no muestra el cancer
precoz o incipiente. Para realizar la biopsia guiada con EcoTR se utilizard anestesia
local y se realizara de zonas sospechosas o de forma estandarizada de la base,
zona media y apical de ambos I6bulos, se toman entre 8 y 12 muestras (cilindros),

sobre todo si la glandula esta muy aumentada de tamafo.
RNM pélvica multiparamétrica

Procedimiento en que se utiliza un iman, ondas de radio y una computadora
para crear una serie de fotografias detalladas de zonas internas del cuerpo. Puede
ser util para localizar el tumor primario y valorar la extension locorregional
(afectacion extracapsular e invasion de las vesiculas seminales). También se
utilizara en los pacientes que precisen segunda biopsia por elevacién persistente de
PSA.

Prondstico e historia natural

El proceso que se emplea para definir si el cancer se ha extendido dentro de
la préstata o a otras partes del organismo se llama estadificacion. Es importante
conocer el estadio o etapa de la enfermedad con el fin de planificar el tratamiento.
Los siguientes procedimientos se emplean para determinar el estadio en que se

encuentra el cancer de la prostata:

Gammagrafia ésea o exploracion 6sea con is6topos
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Procedimiento para determinar la presencia de células que se dividen
rapidamente en el hueso como las cancerosas. Se inyecta una pequefia cantidad
de material radiactivo en una vena y este se distribuye a través de todo el torrente
sanguineo. El material radiactivo se deposita en los huesos y si hay metastasis se

producen acumulos patolégicos que se detectan con un escaner.
Tomografia axial computerizada (TAC)

Procedimiento mediante el cual se toman una serie de fotografias detalladas
del interior del cuerpo, desde angulos diferentes. Las imagenes son creadas por
una computadora conectada a una maquina de rayos X. Se inyecta un contrate en
una vena o se ingiere, de modo que los érganos o los tejidos se pueden diferenciar
bien unos de otros. Se utiliza para descartar extension del tumor a los ganglios

linfaticos o a otros 6rganos, ya sea por continuidad o a distancia.
Resonancia nuclear magnética

Procedimiento en que se utiliza un iman, ondas de radio y una computadora
para crear una serie de fotografias detalladas de zonas internas del cuerpo. Es util
como se ha comentado previamente en la evaluacion de la extension del tumor
dentro de la pelvis y también en caso de metastasis 6seas en columna vertebral

para descartar afectacion de las raices nerviosas y de la médula espinal.

Tratamiento
Existen tres estrategias consideradas estandar para el manejo del cancer de

prostata localizado:

e Cirugia
e Radioterapia con/sin hormonoterapia

e Observacion vigilada o vigilancia activa

La eleccién del tratamiento depende de varios factores:
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e La probabilidad de que el tumor esté limitado a la glandula prostatica y por lo

tanto sea potencialmente curable.

e El tamafio tumoral y el grado histologico (grado de agresividad del tumor).

e Edad del paciente y estado general, asi como enfermedades asociadas.

e Potenciales efectos secundarios de las diferentes formas de tratamiento.

e Evaluacion pretratamiento

Antes de elegir la mejor opcion terapéutica es primordial que la extension de

la enfermedad esté correctamente evaluada.

Los mas importantes factores para predecir la evolucién de la enfermedad

antes del tratamiento son el estadio, el nivel de PSA en sangre, el volumen tumoral
(n° de biopsias positivas y porcentaje del material obtenido en la biopsia que esta
afectado por el tumor) y el grado de agresividad del tumor, referido como puntuacion

de Gleason.
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Tumor Primario (T)

Ganglios Linfaticos (N)

Metastasis a Distancia (M)

Tx: No se puede evaluar
el tumor primario.

TO: No hay signos de
tumor.

T1: Tumor subclinico
que no es evidente por
tacto ni por estudios de
imagenes.

T2: Tumor limitado a la
prostata.

T3: Tumor se extiende
a través de la capsula
prostatica.

T4: Tumor invade
tejidos adyacentes.

Nx: No se puede valorar
los ganglios regionales.
NO: No hay metastasis
en los ganglios
regionales.

N1: Metastasis a
ganglios regionales.

MO: No hay metastasis
a distancia.

M1: Presencia de
metastasis a distancia.

*Tomado del manual de oncologia clinica. 7* edicion. Espania. 2014.
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Biologia molecular del HIV
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El virus de inmunodeficiencia humana (VIH), causante del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), ha constituido desde su emergencia hace 2
décadas, un enorme desafio a la investigacion biomédica. Utilizando una amplia
gama de recursos para interferir y evadir la respuesta inmune normal, infecta las
células CD4+, ingresa a ellas a través de sus receptores de superficie, y expresa
una alta frecuencia de mutacién lo que le permite cambiar repetidamente sus
determinantes antigénicos. Los VIH tipo 1y 2 corresponden a lentivirus, los cuales,
junto a los oncornavirus y espumavirus integran la familia de retrovirus RNA

humanos.
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Genes alterados
Replicacion y variabilidad

Una de las caracteristicas de la replicacion de los retrovirus y en particular
del VIH-1 es su gran capacidad de variabilidad. El proceso de retrotranscripcion
tiene una relativa alta tasa de error (1 de cada 104 nucleétidos) a lo que se afiade
la facilidad para la recombinacion de fragmentos gendémicos si varias particulas
infectan la misma célula. Si consideramos que en un paciente infectado se producen
particulas diarias, las posibilidades de que ocurra un cambio en una posicion
determinada son muy altas. El VIH-1 se caracteriza por una elevada heterogeneidad
genética lo que favorece que en la poblacion de virus de un mismo individuo existan
genomas relacionados entre si, pero no idénticos y que se conocen como
cuasiespecies viricas. Evolutivamente, la existencia de cuasiespecies es la
consecuencia del proceso continuo de mutacion, competicion y seleccion de los
genomas mejor adaptados a las condiciones que rodean al virus como puede ser la

presion selectiva ejercida por el sistema inmune o la presencia de farmaco.

Cuadro clinico

La infeccion inicial, que puede cursar en muchos casos sin producir sintomas,
puede también provocar en muchos otros un cuadro clinico parecido al de la
mononucleosis infecciosa, consistente en fiebre, inflamacion de los ganglios del

cuello, malestar y erupcién cutanea.

En la fase cronica o de latencia, la mayoria de los enfermos no presentan
ningun sintoma. Algunos, en especial los drogadictos, pueden presentar una cifra
baja de plaquetas. Un nimero pequefio de pacientes puede presentar alteraciones

del sistema nervioso central o periférico.

La fase final se caracteriza por un deterioro progresivo del estado general,

gue tiene como manifestaciones mas frecuentes la pérdida de apetito,
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adelgazamiento, fiebre y diarrea. Aparecen entonces las infecciones oportunistas
(neumonia por Pneumocystis carinii, tuberculosis, infecciones por hongos y virus),
los tumores malignos (sarcoma de Kaposi, mas frecuente en homosexuales,
linfomas de Hodgkin o no hodgkinianos, cancer de cuello uterino y de la region ano-

rectal); y los trastornos neuroldgicos.
Los sintomas mas habituales son:

o Fiebre.

¢ Inflamacién ganglios del cuello.
e Malestar.

e Erupcion cutanea.

e Pérdida de apetito.

Diagnostico molecular
Marcadores inmunoldgicos y virolégicos durante la infeccion

En el curso de la infeccion se pueden utilizar varios marcadores viricos para
identificar la infeccidbn y monitorizar su tratamiento. La cinética y el momento de
aparicion de cada uno de ellos es distinto, y la eleccion del marcador a detectar va
a depender del objetivo del diagndstico. El primer marcador que aparece tras la
infeccién es el ARN-VIH que se puede detectar por técnicas de amplificacion
aproximadamente a las dos semanas de la infeccion, generalmente a los 10-12 dias.
Practicamente al mismo tiempo que el ARN-VIH, se puede detectar el ADN de VIH
integrado en el genoma celular (ADN proviral). El antigeno p24 aparece en suero a
los 11-13 dias, y se puede detectar, con las técnicas de maxima sensibilidad,
aproximadamente durante 1 mes y medio. Los anticuerpos se detectan en el suero
a las tres o cuatro semanas de la infeccion, con una media de 22 dias, y alcanzan
Su concentracion maxima a las 10-12 semanas. Cuando aparecen los anticuerpos,
disminuyen los niveles de viremia y desaparece el antigeno p24 como consecuencia

de la formacion de inmunocomplejos.
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El intervalo de tiempo que existe entre la infeccidn y la aparicion de
anticuerpos 0 seroconversion, se conoce como periodo ventana, y se caracteriza
por presencia de ADN proviral, ARN-VIH, antigeno p24 y ausencia de anticuerpos

especificos.

Técnicas de deteccion de infeccion VIH
El diagnostico de infeccidn se realiza detectando la presencia de anticuerpos
especificos ya que estos se encuentran en el suero practicamente en el 100% de

las personas infectadas.

Con objeto de minimizar el riesgo de obtener un resultado falsamente
negativo todas las técnicas son extremadamente sensibles, y capaces de detectar
anticuerpos de baja avidez por antigeno que se producen solo en las fases
tempranas de la infeccidén. La sensibilidad es del 99%, hay que sefialar que es
imposible conseguir un 100% porque la seroconversion no ocurre hasta las 3-4
semanas y ademas pueden existir infectados seronegativos como consecuencia de

defectos inmunitarios.

El incremento de la sensibilidad lleva aparejado un descenso de la
especificidad (se producen falsos positivos), aunque las técnicas actuales cifran la
especificidad en torno al 99%. Por otro lado, a menor prevalencia de la infeccién
VIH en la poblacién estudiada, disminuye el valor predictivo positivo y es por tanto
mayor la probabilidad de que se produzcan resultados falsos positivos con tasas de
infeccion por VIH bajas. Por ello, todo resultado positivo debe ser confirmado

mediante un test confirmatorio.
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Técnicas de screening: ELISA

La calidad diagnostica del ELISA viene determinada por una cuidada
seleccidn del punto de corte o “cut-off” y sobre todo por la base antigénica utilizada
gue captura los anticuerpos especificos presentes en la muestra. Las primeras
técnicas se desarrollaron en 1985, usaban como base antigénica un lisado virico, y
se detectaban los anticuerpos a los 40 dias de la infeccidén. En 1987 se introdujeron
las técnicas de segunda generacion que incorporaban como antigenos proteinas
recombinantes y péptidos sintéticos, y nuevos antigenos que permitieron detectar
anticuerpos frente a todos los subtipos M, y los grupos Ny O, y frente a VIH-2. Se
consiguio incrementar la sensibilidad, detectandose los anticuerpos a los 33-35 dias
tras la infeccion. En 1994 las técnicas de ELISA adquirieron el formato “en
sandwich”, se denominaron ELISA de tercera generacion, detectan anticuerpos de
clase 1gG e IgM, y por ello se acorta el periodo ventana a 22 dias. Estas técnicas
se han modificado utilizando sustratos fluorescentes (ELFA) o formatos de
guimioluminiscencia, lo que permite la automatizacion, el procesamiento de un gran
namero de muestras, la reduccion de manipulacion y de los costes. Recientemente
se han introducido las técnicas de cuarta generacion que permiten la detecciéon
simultdnea de anticuerpos y antigeno p24, reduciéndose el periodo ventana a 13-
15 dias, es decir, se aproxima casi a la deteccion de ARN-VIH4. Con estas técnicas
la sensibilidad se incrementa hasta un 99,9% lo que reduce la posibilidad de un
resultado falsamente negativo, esto indica que en principio un resultado negativo no
requiere confirmacion ni seguimiento serolégico, excepto en personas con alto
riesgo de adquirir la infeccién6. Hay que tener en cuenta, que se pueden producir
falsos negativos en fases iniciales de la infeccibn hasta que se produce la
seroconversion, en estadios finales de la misma, en pacientes con tratamiento
inmunosupresor, trasplantados de médula 6sea, personas con alteraciones de
linfocitos B, en pacientes con hipogammaglobulinemia, infectados por tipos de VIH
no detectados por la base antigénica, o por un error en la identificacion de la

muestra. La especificidad se sitia entre el 99,5% y 99,9% y se pueden producir
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falsos positivos como consecuencia de reconocimientos no especificos de

sustancias del suero por los antigenos viricos de la base antigénica

Técnicas rapidas

A veces se pueden plantear situaciones urgentes y por ello se han
desarrollado técnicas de ejecucién rapida, que no necesitan aparataje y se pueden
interpretar a simple vista. Se basan en la aglutinacién de particulas sensibilizadas
de latex, o eritrocitos, técnicas de Dot-inmunoensayo y de inmunocromatografia
capilar7. La sensibilidad oscila entre el 85-99%8,9, y la especificidad entre el 93-
99%. Se suelen producir falsos negativos en muestras con bajo nivel de anticuerpos
o estadios recientes de infeccionl0, y falsos positivos en regiones con alta
prevalencia de anticuerpos11.

Ensayos confirmatorios

Las técnicas confirmatorias que se utilizan mas frecuentemente son el
Western Blot (WB) y el inmunoblot recombinante o imunoensayo en linea (LIA) que
tienen como minimo la misma sensibilidad que el ELISA y una especificidad
superior. Ambas técnicas pueden incorporar antigenos de envoltura de VIH-2 lo que
permite diagnosticar este tipo virico.

El Western Blot es una metodologia en la cual las distintas proteinas viricas
se separan en funcion de su peso molecular mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida y se transfieren a una membrana de nitrocelulosa sobre la que se
afiade e incuba el suero del paciente, la unién antigeno-anticuerpo se detecta
mediante una técnica de ELISA. Si el suero posee anticuerpos frente a una proteina
se produce una banda coloreada que define la reactividad en WB. Detecta
anticuerpos frente a las glicoproteinas de envoltura gpl160, gpl20 y gp4l, las

codificadas por el gen gag p55, p24 y pl7 y las proteinas enzimaticas p66, p51 y
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p311. Existen casas comerciales que incluyen al menos una proteina del gen env

de VIH-2 lo que permite identificar las infecciones producidas por dicho tipo virico.

En el momento actual esta metodologia se ha semiautomatizado lo que
facilita su realizacion, pero los resultados pueden ser subjetivos, ya que lectura se
basa en la observacion de la presencia de bandas coloreadas que corresponden a
las distintas proteinas viricas. Por ello, en cada laboratorio se debe establecer una
disciplina de lectura de reactividades.

La ‘“interpretacion” de los resultados es uno de los mayores puntos
conflictivos en la serologia VIH, se considera negativo la ausencia total de
reactividad; para valorar la positividad existen numerosos criterios, segun el Center
for Disease Control (CDC) se considera positivo cuando se detectan al menos 2
bandas de p24, gp41l, y gp160/gp120, la OMS reconoce una prueba positiva con 2
bandas, el ARC (Cruz Roja Americana) indica que deben existir tres bandas una de
cada gen estructural, y el Consorcio de Estandarizaciéon de la Serologia de
Retrovirus indica que debe existir al menos una de gp120 o gp160 y una de p24 o
p3. Cada laboratorio debe establecer sus propios criterios de acuerdo a las
indicaciones de la técnica que se utilice. Se interpreta como “indeterminado”
cualquier reactividad que no reuna el criterio minimo de positividad y es en esta
categoria donde surgen mas controversias ya que las causas del WB indeterminado
son diversas y pueden corresponder a fases tempranas o estadios avanzados de la
infeccién con deterioro inmunolégico grave, y presencia de inmunocomplejos que
pueden reducir los anticuerpos circulantes, recién nacidos de madre VIH positiva, a
sueros hemolizados, inactivados por calor, con factor reumatoide, o con bilirrubina
elevada, a reacciones cruzadas con otros retrovirus, sueros de pacientes infectados
por subtipo no B o con hipergammaglobulinemia secundaria a la hiperestimulacion
antigénica, multitrasfundidos, o a situaciones patolégicas como conectivopatia,
gammapatia policlonal y lupus eritematoso diseminado5. La posibilidad de un WB

indeterminado o incluso negativo se incrementa cuando se realiza el screening con
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técnicas de cuarta generacion, debido a que las mismas detectan antigeno y la
positividad de de dicha técnica puede deberse casi exclusivamente a antigeno p24
libre sérico. Por todo ello, un resultado indeterminado debe ser evaluado
minuciosamente valorando la historia clinica del paciente, las practicas de riesgo y
la posibilidad de una infeccion reciente por VIH. Es importante observar el patron de
reactividades ya que si se detecta alguna banda de envoltura con o sin bandas del
gen gag, puede deberse a infeccion VIH, en estas situaciones se debe de recurrir a
otras pruebas confirmatorias (LIA o IFl) y en ocasiones es necesario
complementarlas con la determinacién de ADN proviral o carga viral o antigeno p24
libre sérico para valorar una posible primoinfeccion. En cualquier caso ante un

Western Blot indeterminado se debe solicitar siempre una nueva muestra.

En la repeticion con el nuevo suero, pueden existir varias posibilidades, la
primera es que la técnica de screening se mantenga positiva y no se detecten
cambios en el WB respecto al primero, o incluso se produzca una disminucion en el
numero de bandas y en intensidad, en este caso la posibilidad de una reaccion
inespecifica es alta, y el paciente debe ser tranquilizado. Se debe solicitar una nueva
muestra en un mes y comprobar que las bandas se mantienen o desaparecen para
dar una respuesta final. Hay que destacar, que en la mayoria de casos estas
situaciones se producen en sueros con valores muy cercanos al punto de corte en
las técnicas de screening. Si en el suero de repeticion la técnica de screening se
mantiene positiva y se observan mas bandas y un incremento en la intensidad de
las mismas, probablemente sea debido a una seroconversion, en cuyo caso se
informard como positivo si retne los criterios de positividad, o se solicitara una
nueva muestra si sigue interpretandose como indeterminado6. El CDC recomienda
realizar un seguimiento de 6 meses en los WB indeterminados, y si el patron de WB
se mantiene estable, el resultado se debe considerar negativo en individuos sin

sintomatologia y riesgo bajo de infeccion.
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Deteccion de antigenemia

La deteccion de anticuerpos especificos, indican exposicion al virus e
infeccidon, y la deteccion directa del antigeno viral p24 introduce un concepto
dindmico en la serologia ya que al ser un indice de replicacion viral, aporta
informacion sobre el estado actual de la infeccion. Se detecta en estadios iniciales
de infeccidn, o en evolucion a SIDA, y sirve de apoyo al diagndstico seroldgico en

aguellas situaciones en las que la deteccion de anticuerpos no es concluyente8.

El antigeno p24 se puede determinar en suero y plasma con técnicas de
ELISA de captura que aumentan la sensibilidad que en el momento actual puede
llegar a ser de 8 pg/ml, lo que segun algunos estudios puede equivaler a 5.000-
10.000 copias de ARN de VIH.

Ensayos para la deteccion de infecciones recientes por VIH

La identificacion de infecciones recientes es importante para conocer el
patrén de transmision de VIH en una comunidad o poblacién. En la primera fase de
la infeccidn existen titulos bajos de anticuerpos y anticuerpos de baja avidez;
cuando la infeccion progresa la concentracion de anticuerpos y la avidez de los
mismos se incrementa. Los métodos que permiten diferenciar una infeccion reciente
de una cronica basados en la deteccion de anticuerpos se agrupan bajo el término
STARHS (algoritmo serologico para la deteccion de infeccion reciente por el VIH)
gue se basa en la aplicacion de dos técnicas de ELISA para detectar anticuerpos
VIH, una de ellas modificada para que sea menos sensible. Se considera una
infeccidn reciente si la muestra es positiva para ELISA convencional y negativa en
el ELISA modificado de baja sensibilidad9. También se pueden identificar
infecciones recientes usando el indice de avidez. Para ello se procesa el suero por
duplicado (diluido con PBS y tratado con guanidina que interfiere en la unién
antigeno-anticuerpo de baja avidez). Tras el procesamiento de ambos sueros se
calcula el indice de avidez dividiendo la sefial obtenida del suero tratado con

PBS/guanidina. Si el indice es < 0,6 se puede considerar con una probabilidad
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elevada que la infeccién ha ocurrido en los 6 meses anteriores15. Hay que destacar,
gue estas técnicas se utilizan con fines epidemiologicos, para conocer el patron de

transmision de VIH y poder disefiar medidas preventivas adecuadas.

Determinacién de ADN proviral

El ADN proviral se corresponde con el genoma viral integrado en el genoma
de la célula a la que el virus infecta. En la actualidad, esta determinacién esta siendo
reemplazada por la determinacién de carga viral (ARN-VIH), en gran parte debido a
las dificultades de disponer de ensayos comerciales para determinar ADN proviral,
con suficientes controles de calidad y certificacion por agencias reguladoras,
ademas de que para su realizacion se debe utilizar sangre total. Sin embargo, es la
determinacion de referencia a la hora de utilizar los métodos moleculares para
diagnosticar la infeccién VIH. En este sentido juega un papel importante para
complementar aquellas situaciones diagndsticas en las que la serologia no es
concluyente. Se puede utilizar para valorar la transmision madre-hijo en el
diagnéstico de la transmision vertical de VIH y para el seguimiento de la profilaxis
post-exposicién, aunque, como veremos a continuacién, la mayoria de los

laboratorios utilizan la carga viral de VIH en estos escenarios.

Determinacién de la viremia plasmatica (carga viral)

La viremia plasmatica o carga viral del VIH se define como el nimero de
copias de ARN del virus que se encuentra presentes en plasma. Su determinacion,
junto con la cifra de linfocitos CD4 y la situacion clinica del paciente, se emplea para
establecer las decisiones terapéuticas y para la monitorizacion del tratamiento
antirretrovirall6. Es uno de los factores a valorar para decidir si se debe iniciar el
tratamiento, si bien el principal indicador en estos casos es el recuento de linfocitos
CD417.
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El objetivo del tratamiento es reducir la carga viral de modo rapido por debajo
de los limites de deteccion (< 50 copias/mL) y mantenerla suprimida el mayor tiempo
posible, ya que con este nivel de carga viral se ha demostrado que no se
seleccionan mutaciones de resistencia. Una vez instaurado el tratamiento, la carga
viral disminuye rapidamente (1-2 logl0) en las primeras semanas y algo mas
lentamente a partir del primer mes de tratamiento, si el régimen no incluye un
inhibidor de la integrasa, hasta conseguir un nivel estable por debajo del limite de
deteccion que se correlaciona con una mayor duracion de la respuesta virologica.
En general, se recomienda una determinacion al comienzo del tratamiento, y
después a las 4 semanas, y cada 4-8 semanas hasta conseguir la supresion. El
seguimiento posterior se deberia realizar cada 3-4 meses durante al menos el
primer afio18. La potencia, eficacia, tolerabilidad y facilidad de dosificacion de los
nuevos tratamientos, ademas de la situacién econdémica actual estan planteando la
revision de estas pautas de monitorizacién. De hecho, una vez que la replicacion
viral es suprimida, los intervalos de monitorizacion se pueden extender hasta los 6
meses entre los pacientes que permanecen virolégicamente suprimidos y tienen un
nivel de recuento de CD4 por encima de los 350 células/ul. Se requiere una
monitorizacidbn mas estrecha en aquellos pacientes que han necesitado cambiar su

tratamiento debido al fracaso viroldgicol9.

En la actualidad existen diversas técnicas para la cuantificacion de la carga
viral que tan solo difieren en sus formatos, tiempos y capacidad de procesamiento.
Algunas permiten la deteccion hasta un nivel de 20 copias de ARN de VIH por
mililitro de plasma, sin embargo, todavia se desconocen las implicaciones clinicas
de una viremia entre 20 y 50 copias/ml. En el mercado existen sistemas basados en
la amplificacion de la sefial (branched-DNA) o en la amplificacién de la secuencia
(RT-PCR en tiempo real, NASBA y LCx). Las técnicas de transcripcion reversa-
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) en tiempo real basadas en sondas

fluorescentes son, en general, mas rapidas y permiten rangos dindmicos mas
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amplios (20-107 copias/ml). Todas las técnicas detectan y cuantifican el subtipo B,
gue es el mas prevalente en nuestro medio, asi como los subtipos circulantes mas
frecuentes. Sin embargo, ninguna de las técnicas detecta el VIH-2. Por ultimo, se
han desarrollado ensayos, no comerciales y utilizados en investigacion, que

permiten detectar una sola copia de ARN-VIH-120

Es necesario destacar, que la elevada sensibilidad de los ensayos de
cuantificacion de la carga viral del VIH puede originar un uso inapropiado del mismo,
como ocurre cuando se utilizan para el diagnéstico precoz de la infeccién por VIH.
Las pruebas de carga viral no han sido desarrolladas con una especificidad
suficiente y pueden causar falsos positivos21, en estas situaciones es preferible
utilizar otras pruebas genéticas de tipo cualitativo con sensibilidad y especificidad
ampliamente demostrada, como el ADN proviral. Sin embargo, existen situaciones
especiales en que la determinacion de la carga viral se pueda usar como diagnéstico
de la infeccion por VIH, como es el caso de nifios recién nacidos de madres
seropositivas o en la primoinfeccion, cuando el diagndstico serologico esté
comprometido. Se consideraran validos solo aquellos resultados en los que el nivel
de viremia sea elevado, si no es preferible descartar la infeccidén mediante el uso de

otras pruebas.

Tratamiento
Existen dos clases de farmacos inhibidores de la transcriptasa reversa: los

analogos de nucleésidos y los no analogos de nucledsidos.

Los primeros son activados metabolicamente en las células por fosforilacion;
una vez activados, estos analogos funcionan como terminadores de la
polimerizacion. A este grupo pertenecen la 3'-acido-3'-deoxitimidina (AZT) y el 2", 3'-
didehydro-3'deoxytimidina (d4T), derivados de nucledsido desoxitimidina; el 2, 3'-
dideoxicitidina (ddC) y (-)-2'-deoxi-3'-thiacitidina (3TC) que derivan del nucledsido

desoxicitidina, y la dideoxiinosina (ddl) que deriva de la desoxiguanosina. Aun
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cuando todos estos compuestos estan licenciados para el tratamiento de la infeccién
por HIV-1 en humanos, los mejores resultados se han obtenido con las terapias que
combinan AZT y 3TC. Esta combinaciéon reduce eficientemente la carga viral y
aumenta las células CD4+ con una menor toxicidad para el paciente, debido en
parte, a la dificultad de seleccion de virus resistentes a ambas drogas. Quizas el
resultado mas promisorio del uso del analogo AZT ha sido la reduccién de la
transmision materno-infantil, pues la administracion de esta droga a las madres HIV-
positivas en los uUltimos meses de embarazo y durante las 6 primeras semanas de
vida al recién nacido, ha reducido la frecuencia de transmision viral en casi un 70%.
Hasta la fecha esta es la intervencion clinica mas exitosa de una terapia
antirretroviral. Los resultados alentadores obtenidos con una combinacion de
drogas mas efectiva sugieren que en el futuro se podria prevenir por completo la

transmision materno-infantil.

Los inhibidores no anélogos de nucledsidos son estructuralmente diversos,
pero todos inhiben la transcriptasa viral en forma no competitiva y especifica. A
diferencia de los analogos de nucledsidos no necesitan ser activados por
fosforilacion y son bien tolerados. Entre los compuestos aprobados para su uso en
humanos se encuentran: neviparina, 9-cloro tibo, las pyridonas; L697 y L661,
delaverdina, y a-APA R89439. Aunque la emergencia de resistencia a estas drogas
se produce rapidamente, en combinaciébn son muy efectivos y constituyen una
alternativa en pacientes en quienes la terapia exclusiva con analogos de

nucledsidos ha perdido efectividad.
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Biologia molecular de HCV (virus de hepatitis C)

’ Flavivirus

RNA lineal

Glicoproteinas
envoltura

El VHC es un
virus de ARN de
simple cadena, de
polaridad positiva,
gue se clasifica
dentro del género
Hepacivirus de la

familia
Flaviviridae. En el
virién, la cadena
simple de ARN
esta protegida por
una capside
proteica que, a su

vez, esta cubierta

por una envoltura, como demuestra el hecho de ser sensible al cloroformo. La

envoltura viral estd compuesta por elementos virales y del hospedero.

Se ha demostrado la existencia de particulas icosahédricas de 50-75 nm

aproximadamente y otras mas pequefias de 30-35 o0 45-55 nm, en estudios de

microscopia electronica de particulas de VHC en suero, extracto de higado o en

lineas de células B o T humanas, infectadas de manera ineficiente con suero de

VHC in vitro. Los analisis demostraron que la densidad de los viriones del VHC

puede variar considerablemente desde 1.03 a 1.20 g/mL.
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Genes alterados

Las 6 proteinas restantes son proteinas no estructurales cuya funcién se
centra basicamente en el procesamiento de la poliproteina y en la replicacion viral.
La proteina NS2 junto con el dominio aminoterminal de NS3 forma la proteasa NS2-
NS3, una proteasa dependiente de cinc que procesa el lugar de corte entre NS2 y
NS3. Ademas, NS2 interacciona molecularmente con p7 y E2 y tiene un papel
crucial en la produccién de viriones. La proteina NS3 contiene un dominio serina
proteasa en el extremo aminoterminal y un dominio helicasa/ATPasa en el extremo
carboxiterminal. La NS4A es un cofactor que se asocia a la proteasa NS3. La
proteasa NS3-NS4A es esencial para el ciclo de vida del VHC, catalizando el
procesamiento del resto de las proteinas no estructurales en los sitios NS3/NS4A,
NS4A/NS4B, NS4B/NS5A y NS5A/NS5B. Por este motivo, la proteasa NS3-NS4A

es una de las dianas virales mas interesantes en la terapia contra el VHC.

La NS4B es una proteina integral de membrana altamente hidrofobica, en la
gue se predicen 4 dominios transmembrana y un extremo N-terminal implicado en
la unién a las membranas intracelulares. Su principal funcién es alterar las
membranas intracelulares y formar una red de membranas tipo «andamio»
denominada membranous web que es esencial para la formacion del complejo de
replicacion. La NS5A es una metaloproteasa dependiente de cinc muy fosforilada,
cuya funcion en el ciclo de vida del VHC no esta claramente definida. Sin embargo,
diversos estudios demuestran que, ademas de desempefar un papel importante en
la replicacion viral y en la produccion de particulas infecciosas, interacciona con un
gran numero de proteinas celulares, regulando diversas vias de sefalizacion. La
NS5B es la polimerasa viral. Es una ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp),
que se ha demostrado que es capaz de sintetizar ARN de novo y dependiente de
cebador (primer). Tiene la estructura tipica de las polimerasas (estructura de mano

derecha), con los dominios dedos, palmay pulgar. La interaccion entre los dominios
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dedos y pulgar sitda el centro catalitico en la base de la palma, haciendo posible la

sintesis del ARN de cadena positiva y negativa del VHC.

Ademas de las 10 proteinas codificadas en el marco de lectura abierto, se ha
descrito la existencia de una forma diferente de la proteina core originada a partir
del desplazamiento a través de desplazamientos del marco de lectura del ribosoma.
La proteina F (frameshift) o ARFP (alternate reading frame protein) es una proteina
guimérica que contiene los aminoacidos de los extremos N-terminal y C-terminal de
core y una nueva parte central codificada por el marco de lectura +1. Esta proteina
se expresa de manera natural durante la infeccion por el VHC de genotipo 1a, ya

gue se han encontrado anticuerpos antiproteina F.

Las VHCpp se producen mediante la cotransfeccion de células 293T (células

embrionarias de rifidnh humano) con vectores de expresion que codifican para:

a) Las glucoproteinas del VHC
b) Las proteinas retrovirales (capside y polimerasa) y la sefial de
empaguetamiento

c) Un gen reportero (luciferasa o proteina verde fluorescente, GFP).

Los vectores retrovirales utilizados para la produccion de las VHCpp estan
basados en el virus de la leucemia murina (MLV) o en el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH-1). Las VHCpp son secretadas al medio de cultivo
y a partir de las 48h después de la transfeccién, se recogen los sobrenadantes y se
utilizan para infectar las células diana como, por ejemplo, Huh7 y sus derivadas.

La infectividad de las VHCpp ha sido analizada en diversas lineas celulares
y en cultivos primarios de hepatocitos humanos. Curiosamente, las VHCpp
presentan un tropismo claro por las lineas celulares de origen hepatico y por los
hepatocitos humanos, mientras que, en general, en las lineas celulares que no son

de origen hepatico o bien no se infectan o bien la infeccién es minima.
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Diagrama de la produccion de VHCpp mediante la cotransfeccion de células
293T con 3 plasmidos que contienen los genes que codifican para las
glucoproteinas de la envuelta del VHC, la capside retroviral y la sefal de
empaqguetamiento, y un gen reportero (luciferasa). Las VHCpp secretadas al medio
de cultivo pueden utilizarse para infectar células diana (por ejemplo, Huh7, Huh7.5,
etc.). Asimismo, también es posible realizar ensayos de neutralizaciéon bien
preincubando las VHCpp con anticuerpos anti-E1/E2 o0 sueros de pacientes
infectados, o bien preincubando las células diana con anticuerpos contra los

receptores de la entrada del VHC.

Cabe destacar que el sistema VHCpp sirve Unicamente para el estudio de la
entrada del VHC en sus células diana. Aun asi, se ha utilizado con éxito para el
estudio de los procesos inmediatos a la union del virus a la célula y en la
identificacion de los receptores clave en la entrada viral, revelando que la entrada
del VHC en los hepatocitos es un proceso muy complejo y muy regulado.
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Replicacion: replicén subgendémico

En el afio 1999 se produjo un gran avance en el campo de la biologia

molecular del VHC cuando Lohmann et al. desarrollaron los primeros replicones

subgenomicos funcionales del VHC. Por definicion, los replicones son moléculas de

acidos nucleicos capaces de autoduplicarse. En caso del VHC, los replicones de

primera generacion fueron derivados de un genoma del VHC de genotipo 1b

(denominado Con 1) en el que se reemplazaron los genes estructurales por un gen

de resistencia a la neomicina (neomicina fosfotransferasa). También se incluyé un

segundo elemento IRES para aumentar la traduccion de las proteinas no

estructurales del VHC, que constituyen la maquinaria de replicacion del virus. Asi

pues, estas construcciones subgendémicas y bicistrénicas pueden autorreplicarse, a

través de la sintesis de una cadena negativa, y propagarse en cultivo celular durante

afos. Las lineas celulares mas permisivas para ello son Huh7.5 y Huh7-Lunet.
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Representacion esquematica del replicon subgendémico del VHC y cultivo
celular del VHC basado en JFHL1.
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a) Ejemplo de un replicén subgenémico bicistronico compuesto por: el extremo
5 no codificante (NC) dirigiendo la traduccién del gen marcador o de
seleccion, el IRES del virus de la encefalomiocarditis (EMCV), los genes de
la replicasa del VHC y el extremo 3'NC.

b) Modelo de cultivo celular del VHC: para la produccion de particulas virales se
necesitan las proteinas no estructurales y los extremos 5’ y 3’ de JFH1.

c) Los genes core, E1, E2 y p7 se pueden sustituir por los de otras cepas del
VHC para construir genomas quimeéricos y estudiar in vitro las propiedades
de los diferentes genotipos del VHC.

Dado que el sistema del replicon subgenémico del VHC no contiene los
genes estructurales, no es capaz de producir particulas virales. Por ello, también se
desarrollaron replicones que contenian todo el genoma completo del VHC y un
marcador de seleccién. Estos replicones gendmicos necesitaban mutaciones
adaptativas al cultivo celular para replicar de forma eficiente y en niveles
suficientemente altos para la seleccion por el gen marcador. Aunque los replicones
genoémicos del VHC fueron muy prometedores, la aparicion de mutaciones

adaptativas parecia interferir con la produccion de particulas.

Los replicones subgendmicos han sido herramientas muy valiosas en los
estudios de los mecanismos de replicacion del VHC y en la caracterizacion
bioquimica y estructural del complejo de replicacion viral y en el ensayo de nuevos
farmacos contra la hepatitis C (inhibidores de la proteasa y la polimerasa del VHC),

incluida la identificacion de resistencias a los antivirales.

Cuadro clinico

La infeccion a largo plazo con el virus de la hepatitis C se conoce como
hepatitis C cronica. La hepatitis C cronica suele ser una infeccion "silenciosa”
durante muchos afos, hasta que el virus dafia el higado lo suficiente como para

causar los signos y sintomas de la enfermedad hepética.
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Los signos y sintomas incluyen los siguientes:

e Aparicion de hemorragias con facilidad

e Propension a hematomas

e Fatiga

e Falta de apetito

e Coloracion amarillenta de la piel y los ojos (ictericia)

e Orina de color oscuro

e Picazon en la piel

e Acumulacién de liquido en el abdomen (ascitis)

e Hinchazdn en las piernas

e Pérdida de peso

e Confusion, somnolencia y dificultad en el habla (encefalopatia hepética)

e Vasos sanguineos en forma de arafia en la piel (arafia vascular)

Toda infeccion crénica de hepatitis C comienza con una fase aguda. La

hepatitis C aguda generalmente no se diagnostica porque rara vez causa sintomas.

Cuando los signos y sintomas estan presentes, pueden incluir ictericia, junto con

fatiga, nduseas, fiebre y dolores musculares. Los sintomas agudos aparecen de uno

a tres meses después de la exposicion al virus y duran de dos semanas a tres

meses.

La infeccion por hepatitis C aguda no siempre se vuelve cronica. Algunas

personas eliminan el VHC del cuerpo después de la fase aguda, un resultado

conocido como eliminacion viral espontdnea. En los estudios de personas

diagnosticadas con el VHC agudo, las tasas de eliminacion viral espontanea han

variado entre el 15 % y el 25 %. La hepatitis C aguda también responde bien a la

terapia antiviral.
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Diagndstico molecular

Las técnicas moleculares (RT-PCR) brindan un diagnaostico directo, rapido y
sensible de actividad viral de VHC. Ello es relevante en los casos serologicamente
negativos, confirmando la negatividad o estableciendo el diagnéstico, asi como en

pacientes en los que interesa determinar actividad viral.

En nuestra muestra de 175 pacientes con serologia positiva, 71,8% tuvo
actividad replicativa del virus demostrada por PCR positivo.

El analisis de los genotipos mediante las técnicas de RFLP’s y secuenciacion
automatica muestra en la mayoria de los casos resultados similares, siendo la
secuenciacion muy relevante para la identificacion de nuevas variantes y para

caracterizar molecularmente al VHC.

El establecimiento de los diferentes genotipos virales, asi como el descubrimiento
de la existencia de una nueva variante genética del VHC, aportan los primeros datos

sobre la epidemiologia molecular de la infeccion por VHC en el pais.

Tratamiento
La infeccion por el VHC puede manifestarse con formas clinicas muy
diferentes y de gravedad variable, desde formas asintomaticas de hepatitis aguda

hasta hepatitis cronica o cirrosis y hepatocarcinoma.

Los datos sobre la historia natural de la hepatitis C indican que entre el 55%
y el 85% de los pacientes que desarrollan una hepatitis aguda evolucionaran a la
cronicidad. Entre ellos, un 5-20% desarrollardn una cirrosis tras un periodo de
evolucion de 20-25 afios y una vez establecida la cirrosis el riesgo de desarrollar

una hepatocarcinoma se sitla en el 1-4% anual.

En las guias de tratamiento de la EASL de 2011, y de la AASLD de 2009, el

tratamiento estandar se basaba en la doble terapia con interferon-a pegilado (peg-
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IFN) y RBV. El porcentaje de pacientes que alcanza la SVR es del 40-50% para los

infectados por el VHC genotipo 1y del 65- 80% para los infectados por los genotipos

2 y 3, con una duracién del tratamiento de 24 semanas para los genotipos 2y 3,y

de 48 semanas para el resto. Para los pacientes infectados por el genotipo 1 del

VHC, el tratamiento 6ptimo se basa en la asociacion de un inhibidor de la proteasa

(IP) (boceprevir o telaprevir) con peg-IFN y RBV, con un aumento de la tasa de RVS

hasta valores entre el 70-80%.
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Biologia molecular de virus de SAR-Cov2

J
< Envelope

RNAmJN protein

E-Protein

Es un virus de la familia coronaviridae (coronavirus), y el ultimo de los siete
coronavirus identificados hasta ahora que infectan a humanos. Dos de ellos, el CoV-
229E y el CoV-0OC43, provocan aproximadamente el 20% de los resfriados
comunes. Se estima que un humano adulto adquiere una infeccion por coronavirus
al menos una vez cada 2 o 3 afios. Todos los virus de esta familia son similares:
virus con genoma de RNA (jno confundir con retrovirus! jno confundir RNA con
DNA!) encapsulados o con envoltura, es decir, virus que tienen su capside envuelta
en una membrana lipidica, «robada» al individuo infectado; esta membrana contiene
una serie de proteinas de membrana importantes para el mecanismo del virus. Un
poquito mas adelante entraremos en detalle con estos conceptos.
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Un virus no es un ser vivo y no se reproduce como las células. Mas bien es
una especie de «robot» que, una vez activado, ejecuta un programa de replicacion
determinado en su genoma. Pero, aungque no es un ser vivo, si puede evolucionar,
ya que los acidos nucleicos (en nuestro protagonista, el RNA) son moléculas que
van sufriendo cambios en su secuencia y procesos de seleccion, que van dando
lugar a la aparicion de cuasiespecies. Esta evolucion viral es sumamente importante
en la progresion de los brotes epidémicos y en la aparicion de nuevas infecciones
virales (Recomiendo el articulo de José Campillo, un brillante cientifico mexicano
experto en virus, listado en el apartado

de referencias).

Aspecto de los viriones (particulas
virales) de SARS-CoV-2, observados
con microscopia electrénica TEM; los

virus estan en el interior de vesiculas de

Golgi, dentro de una célula infectada.

El coronavirus se denomina asi por
su forma visto con microscopio electrénico; para los cientificos que lo veian, esas
pequefas bolitas rodeadas de puntitos se les asemejaba a una pequefia corona
mecanica (rueda dentada o pifion) y, de ahi, el nombre. Los virus, en general, estan
formados fundamentalmente por una cépside, que consiste en una estructura de

proteinas que sostienen el genoma viral (que puede ser DNA o RNA).

Genes alterados
Proteina S

La proteina S es de fusion tipo |, altamente glucosilada, con tres
heterodimeros S1/S2. Estas subunidades funcionales son generadas por la escision
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gue realiza una proteasa de tipo furina, ya sea la catepsina B o L (CatB/L) o la

proteasa de serina transmembrana tipo 2 (TMPRSS2).

En S1 se encuentra el dominio de unién al receptor (RBD, por sus siglas en
inglés) y es la parte mas variable del genoma viral; mientras que S2 es una
subunidad altamente conservada, que media la fusién con la membrana celular y
hace posible su ingreso a la célula. Debido a que realiza una funcién indispensable,
la proteina S es el blanco principal de los anticuerpos neutralizantes.

Al comparar las caracteristicas de SARS-CoV-2 y SARS-CoV se vio que
comparten unicamente el 40% de los aminoacidos del RBD y que la proteina S de
SARS-CoV-2 tiene mayor afinidad por su receptor. La principal diferencia entre
ambas proteinas es una insercion de 12 nucledtidos entre S1 y S2, que forman un
motivo polibésico reconocido por furina. Se han encontrado mutaciones similares
en virus altamente patogénicos como el de la influenza, por lo que esto, junto con la
alta afinidad a su receptor, podrian ser la causa de la transmision tan eficiente del
SARS-CoV-2-

Enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2)

La enzima convertidora de angiotensina (ECA) 2 (ECA2) y su proteina
homdloga ECA, participan en la regulaciéon de la presion arterial al controlar el
sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS). ECA con vierte la angiotensina |
(Ang I) en angiotensina Il (Ang 1) y a su vez, ECA2 convierte Ang Il en angiotensina
1-7 (Ang 1-7), que es un péptido antiinflamatorio. La Ang Il al unirse a su receptor,
el receptor de angiotensina Il tipo 1a (AT1R), produce vasoconstriccion y retencién

de sodio, pero también puede causar edema, inflamacién y fibrosis pulmonar.

Cuadro clinico
El virus SARS-CoV-2, produce la enfermedad COVID-19, cuya manifestacion
mas grave es la neumonia que se manifiesta por fiebre, tos, disnea y opacidades

pulmonares bilaterales en la radiologia de torax. En un estudio con méas de 70.000
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casos la enfermedad fue leve en 81% (con neumonia leve o sin ella), moderada en
14% (neumonia con hipoxemia) o grave en 5% (insuficiencia respiratoria que
requiere ventilacion mecanica, shock o falla multiorganica). La letalidad general fue
de 2,3%, y de 49% entre los casos graves El coronavirus pertenece a una familia
de virus que puede causar enfermedades simples como el resfriado comun, hasta
sindrome respiratorio agudo-grave, comunmente conocido como SARS y sindrome

respiratorio por coronavirus de Oriente Medio (MERS).

Actualmente, se le conoce como COVID-19 al sindrome respiratorio agudo
grave de coronavirus tipo 2 (SARS-CoV-2), el cual fue categorizado como pandemia
por la Organizacion Mundial de la Salud en marzo 2020. Dado que el coronavirus

es un tipo de resfriado, encontraremos sintomatologia respiratoria grave.

Cuando una persona sana entra en contacto con una que es portadora del
virus COVID-19, los signos respiratorios y sintomas se manifiestan durante los

primeros 14 dias de incubacion. La sintomatologia incluye:

e Fiebre (temperatura mayor a 38°C), dificil de controlar
e Tos

e Dificultad para respirar normalmente

e En otros casos poco comunes, podemos encontrar:
e Cansancio

e Dolor generalizado

e Dolor muscular y de articulaciones

e Dolor de garganta

e Cefalea (dolor de cabeza intenso)

e Diarrea

e VOmitos

e Pérdida del sentido del gusto y el olfato temporal
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La gravedad de los sintomas de coronavirus dependera en gran medida del
sistema inmunoldgico de cada persona, puesto que puede presentarse un cuadro
clinico muy leve, a veces hasta imperceptible o con sintomas muy severos que

requieran una atencion médica especializada y hospitalizacion.

Para los adultos mayores o personas que presenten padecimientos crénicos
como hipertension, diabetes, enfermedades cardiacas o pulmonares, sistema
inmunologico comprometido tienden a correr un riesgo méas alto de presentar una

enfermedad mas grave.

Aunque el mayor porcentaje de la poblacidén presenta sintomatologia de leve
a moderada, la enfermedad puede causar complicaciones severas entre las que

podemos sefialar: Neumonia, insuficiencia renal e insuficiencia hepética.

Diagnostico molecular

El SARS-CoV-2 se caracteriza por una alta transmisibilidad que puede ser
ocasionada, entre otros factores, porque los infectados presentan, en su mayoria,
una elevada carga viral en muestras clinicas (entre 104 y 108 copias de genoma/mi

por muestra nasofaringea o de saliva).

La polimerasa con reverso transcriptasa (RT-PCR) en tiempo real, puede
detectar ARN viral desde unos dias antes de la aparicion de los sintomas, lo que
aumenta la probabilidad de positividad hasta ser maxima alrededor del séptimo dia;
esta disminuye hasta aproximadamente el final de la segunda semana. Por lo tanto,
en los primeros dias del periodo de incubacion y tras la desapariciéon de los
sintomas, la carga viral es baja y puede no ser detectada por el TR-PCR en tiempo

real, al estar por debajo del umbral de deteccion.

Tratamiento
MANEJO INTRAHOSPITALARIO
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Corticoides

Durante los primeros meses de la pandemia por SARS-CoV-2 se
desaconsejo el uso de corticoides sistémicos, basado en experiencias previas con
otros coronavirus (SARS-CoV-1 y MERS) en donde se evidenci6 aumento de
excrecion y disminucion del aclaramiento viral25 e incluso aumento de mortalidad e

infecciones nosocomiales en neumonia por Influenza H1N.

Si analizamos la fisiopatologia de la infeccion viral respiratoria observamos
gue la respuesta inmune inicial es fundamental para reducir la carga viral y alertar
al huésped. La respuesta comienza con el reclutamiento de inmunidad innata, y si
esta no logra limitar la progresion de la infeccion se desencadena una liberacion de
citoquinas inflamatorias (IL-6, IL-1 y TNF-a), con mayor inflamacion e
inmunosupresién, caracterizada por un aumento de la actividad citotoxica de Th17
y CD8 y disminucién de las células auxiliares T CD4 + de memoria. Esta respuesta
debe estar en equilibrio entre la eliminacion del virus y evitar el dafio pulmonar
inmunomediado, que es en donde los corticoides juegan un rol antiinflamatorio,
inhibiendo multiples citoquinas. Ademas, se ha evidenciado que los corticoides,
como efecto de familia, aumentan la transcripcion de la ECA, que al ser usada por
el SARS-CoV-2 para infectar a las células, se depleta promoviendo un exceso de

angiotensina lo que aumenta el dafio pulmonar en fases tardias.

Oxigenoterapia y Prono Vigil

La infeccion por SARS-CoV-2 en la mayoria de los sujetos produce
manifestaciones leves a moderadas, sin requerimientos de oxigeno suplementario
en mas del 80% de los pacientes, mientras que se estima que alrededor del 5%
requerira apoyo con ventilacibn mecanica invasiva (VMI). En aquellos que
desarrollan compromiso pulmonar se ha reportado que existe un fenébmeno de
“happy hypoxemia”, dado que los sujetos consultan con avanzada hipoxemia, pero

con escasos sintomas35. Si se requiere de mayores requerimientos de fraccion
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inspirada de oxigeno (FiO2) o existe un trabajo ventilatorio aumentado se debe

iniciar un mayor apoyo para evitar la necesidad de VMI

Proteinas, genoma e inhibicion de la respuesta inmune por el SARS-CoV-2
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