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fecundante del espermatozoide. Ya que la
capacidad de unién de los espermatozoides
a la zona puede correlacionarse con las
alteraciones seminales.

Por otra parte, el método de
vitrificacion cerrado (S3) empleado en
nuestro trabajo no altera el mecanismo de
unién con los espermatozoides, ni la
capacidad del glicocéliz del ovocito para
inducir la reaccion acrosdmica. Por lo que
podriamos decir que este procedimiento de
vitrificacion de ovocitos es adecuado vy
viable. En este sentido, pensamos que es
necesario continuar con esta linea de trabajo
y evaluar otros parametros celulares del
ovocito para ver si se alteran con el
procedimiento de vitrificacion empleado en
nuestro trabajo.

Con respecto al tiempo de
incubacion, en nuestro estudio quisimos
comprobar si al aumentar el tiempo de
incubacion de los espermatozoides con las
zonas pellcidas también aumentaba la
reaccion acrosémica de los espermatozoides
que se pueden adherir a la zona pelucida. En
vista de nuestros resultados, tanto la
incubacion de 1 hora como la de 3 horas es
Optima para evaluar un pardametro
fisiolégico del espermatozoide tan
importante como la reaccién acrosémica.
Nuestros resultados son similares a otros
autores (Fazeli et al., 1997). Sin embargo hay
otros autores que emplean tiempos muchos
mas largos (Oehningeretal., 1997).

Como hemos podido observar al
analizar nuestros controles, los esper-
matozoides no adheridos a la zona no sufren
reaccidon acrosémica, los porcentajes de
espermatozoides reaccionados en este
grupo estan alrededor del 20%, que eslo que
se ha descrito como RA espontdnea
(Kawamotoetal.).

Por lo tanto podemos concluir que,
el patréon de distribucion de los esper-
matozoides adheridos a la zona es
heterogéneo tanto en ovocitos vitrificados
como de solucion salina, que el tiempo de
incubacion (1y 3 horas) no afecta al nimero
de espermatozoides adheridos a la zona ni a
la reaccién acrosémica tanto en zonas de
ovocitos vitrificados como de solucidn
salina. Y por ultimo que la vitrificacidn
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cerrada (S3) no altera la capacidad de unidn
de los espermatozoides a la zona pelucida, ni
la capacidad de la zona pelucida para inducir
lareaccidnacrosémica.

U
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Ebolavirus: biologia molecular y evasién de la respuesta inmune
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El genoma del virus del Ebola estd
constituido solamente por siete genes que
codifican unas 10 proteinas, suficientes para
desencadenar una enfermedad letal. Los
casos fatales de la infeccién estdn marcados
por un fallo dramatico en las respuestas
inmune innata y adaptativa. Si bien el curso
clinico de la enfermedad es bien conocido,
los mecanismos moleculares especificos que
explicarian su patogenicidad no han sido
completamente dilucidados. En este trabajo
se hace una revision de la biologia molecular
del virus del Ebola y algunos de los
mecanismos de evasion de la respuesta
inmune que explican, en parte, su patogenia.
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Resumen

La actual epidemia de enfermedad
por virus Ebola que azota al Africa Occidental
ha cobrado la vida de alrededor de 9 000
personas con mas de 22 000 infectados en
seis paises, y algunos casos aislados han
llegado a ciudades de Europa y Estados
Unidos. Aunque el curso clinico de la
enfermedad es bien conocido, los
mecanismos especificos que explican su
patogenicidad no han sido completamente
delineados. Los casos fatales de infeccidn
por Ebolavirus estdn marcados por un fallo
catastrofico de las respuestas inmune innata
y adaptativa, mediado por proteinas
codificadas por el virus, asi como por

propiedades asociadas a su estructura. El
genoma del Ebolavirus estd constituido
solamente por siete genes que codifican
unas 10 proteinas, suficientes para
desencadenar una enfermedad cuya
letalidad varia del 40 al 90 %. En el centro de
la desregulacién inducida por el Ebola se
encuentra una temprana y coordinada
actuacion de las proteinas VP24, VP30 y
VP35, que conduce a niveles elevados de
replicacion viral, a una inapropiada
temporizacidn de la cascada de liberacién de
linfocinas y a la muerte, tanto de células
presentadoras de antigenos, como de
células efectoras. Los complejos
mecanismos del Ebola para regular
selectivamente la respuesta inmune y su
patogenicidad variable en diferentes
especies hospederas, convierten a este virus
en un adversario formidable, asi como de un
notableinterés cientifico.

Palabras clave: ébolavirus, biologia
molecular, evasion de la respuestainmune.
“La mayor amenaza para la continua
dominacion del hombre sobre el planeta es
el virus” Joshua Lederberg-Premio Nobel de
Fisiologia/Medicina (1958)
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Introduccién

El 25 de marzo de 2014, el Centro
para el Control y Prevencién de
Enfermedades de Estados Unidos (CDC, por
sus siglas en inglés), emitié un comunicado
sobre un nuevo brote epidémico de la
enfermedad por el virus del Ebola (EVE), el
cual comenzd en diciembre de 2013 en la
Republica de Guinea. El 8 de agosto de 2014,
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
declaré un estado de emergencia de salud
publicadeimportanciainternacional.(1,2)

A diferencia de los primeros brotes,
limitados a comunidades aisladas de lugares
remotos de Africa y con cifras de pacientes
infectados que no sobrepasaban unos pocos
cientos, la actual epidemia que azota al
Africa Occidental ha cobrado la vida de
alrededor de 9 000 personas con mas de 22
000 infectados en seis paises (Guinea,
Liberia, Sierra Leona, Nigeria, Senegal y
Mali), principalmente en ciudades capitales,
y algunos casos aislados han llegado a
ciudades de Europay Estados Unidos.

El genoma del Ebolavirus estd
constituido solamente por siete genes que
codifican unas 10 proteinas, suficientes para
desencadenar una enfermedad cuya
letalidad varia del 40 al 90 %. Los casos
fatales de infeccién por Ebolavirus estan
marcados por un fallo catastréfico de las
respuestas inmune innata y adaptativa,
mediado por proteinas codificadas por el
virus, asi como por propiedades asociadas a
suestructura.

Aunque el curso clinico de la
enfermedad es bien conocido, los
mecanismos especificos que explican su
patogenicidad no han sido completamente
delineados. El aislamiento de las cadenas de
ADN complementarias y el desarrollo de
sistemas de expresidén, han permitido el
estudio de los productos génicos del
Ebolavirus, bajo condiciones menos
restrictivas y ha facilitado la comprension de
los mecanismos del dafio celularinducido.

En este trabajo se hace una revisién
de la biologia molecular del Ebolavirus y
algunos de los mecanismos de evasion de la
respuesta inmune que explican, en parte, su
patogenia.
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Desarrollo

La familia Filoviridae esta constituida
por tres géneros: Marburgvirus, Ebolavirus,
y el recientemente identificado Cuevavirus.
Dentro del género Ebolavirus se encuentran
cinco especies: Zaire, Sudan, Bundibugyo,
Bosque Tai y Reston. Los Filovirus fueron
identificados por primera vez como agentes
causantes de un sindrome de enfermedad
hemorragica en Marburg, Alemania, en
1967. Nueve afios después, los dos primeros
Ebolavirus fueron descritos en la Republica
Democratica del Congo (antiguo Zaire) y
Sudan. Desde entonces mds de 30 brotes
epidémicos de EVE han infectado a miles de
personas, con una tasa de fatalidad media
cercanaal 65%enhumanos.(1)

Ciclo vital

Las particulas del Ebola son
filamentosas, cubiertas y contienen un
genoma constituido por ARN de cadena
simple y sentido negativo (figura 1). Aunque
inicialmente el Ebola ataca a macrdfagos y
células dendriticas, es capaz de infectar a
casi todos los tipos celulares con excepcion
de loslinfocitos.(3)

S

Figural

Varias proteinas expresadas por las
células en sus membranas plasmaticas han
sido responsabilizadas con la unién a las
particulas virales, entre ellas, la lectinas tipo-
C,integrinas, TIM-1y Axl.(4)

Una vez unida a la membrana
plasmatica, la glucoproteina de la envoltura
viral induce la ingestion de la particula por
macropinocitosis. Este proceso parece ser
dependiente de la accidon de moléculas de la
superficie celular, incluidas las TIM-1 y

Axl.(5)

Después de la incorporacion de las
particulas virales a los endosomas, estos
pasan a ser endosomas tardios al interactuar
con lisosomas y disminuir su pH; en estas
condiciones, la glucoproteina de la envoltura
viral es degradada por enzimas lisosomales
tipo cisteinproteasas (catepsina By L) y de
esta forma se eliminan regiones altamente
glucosiladas de estas moléculas y se
exponen dominios previamente inaccesibles
que permiten la unién al receptor Niemann-
Pick C1 (NPC1).(6) Aunque la evidencia
actual sugiere que la unién al receptor NPC1
puede ser suficiente para producir la fusion
de las membranas viral y celular, todavia no
se ha establecido si proteinas adicionales del
huésped son necesarias (ambiente reductor,
alteraciones del pH, actividad adicional de
proteasas).(6,7)

.

Figura2

Genoma del Virus Ebola

P-Nucleoproteina
VP35 Proteina viral 35 Kilo Daltons
VP4- Proteina viral 40 Kilo Deltons

GP-Glucoproteina
VP30- Proteina viral 30 Kilo Daltons
VP24 Proteina viral 24 Kilo Daltons
L+ ARN Polimerasa
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Una vez que las membranas viral y
celular se fusionan, la particula viral se
incorpora descubierta al citoplasma y su
genoma de sentido negativo se transcribe al
ARNmM con asistencia de las proteinas virales
asociadas a lanucleocapside. El genoma viral
consiste en siete genes (figura 2) (VP24,
nucleoproteina, VP30, VP35, proteina de la
matrizo VP40, ARN polimerasa dependiente
de ARN o polimerasa L, y la glucoproteina)
que se transcribe al ARNm, y resulta en la
produccién de al menos diez proteinas. La
transcripcidn del genoma se realiza a través
de un complejo formado por VP30, VP35yla
polimerasa L, unido al genoma cubierto de la
nucleoproteina.(8,9)

La fosforilacién de VP30 conduce a
su disociacion del complejo VP35/L y es la
sefial para cambiar de transcripcién a
replicacién.(9) A continuacion, el genoma
viral es replicado y cubierto por NP, VP24,
VP30y VP35. Durante el ensamblaje, la ARN



polimerasa se asocia con el complejo de la
ribonucleoproteina a través de su
interaccion con VP35. La ribonucleoproteina
se asocia entonces con la proteina de la
matriz VP40 y las particulas virales emergen
a través de la membrana plasmatica dentro
de regiones de microdominios de balsas
lipidicas.(10)

Evasiénde lainmunidad
-Mimetismo apoptdtico

Las particulas de Ebolavirus pueden
alcanzar una micra de longitud, lo que hace
muy dificil que la entrada del virus se
produzca a través de las vias clasicas de
endocitosis mediada por clatrina o
caveolina, lo que justifica los requerimientos
de macropinocitosis. Particularmente
interesante resulta el incremento en la
presencia de fosfatidilserina (FS) en la
superficie de la envoltura viral que puede
estar presente.(11)

La fosfatidilserina es un lipido que se
encuentra primariamente en la capa interna
de las membranas celulares y a través de los
mecanismos de muerte celular por
apoptosis es expuesta al exterior como parte
de los cuerpos apoptoticos. Esta sefial es
captada por las células vecinas, incluyendo
las fagociticas, que comienzan a ingerir los
detritos via macropinocitosis en un proceso
mediado por moléculas TIM-1 y Axl, sin
inducir una respuesta inflamatoria.(12)

Lo anterior sugiere la posibilidad de
que, de forma similar a otros virus grandes
como los vacciniavirus, el Ebola puede
inducir la ingestién por macropinocitosis al
semejar cuerpos apoptéticos a las células
fagociticas. Este “mimetismo apoptdtico” es
antinflamatorio e induce una incorporacion
rapida de virus grandes a la célula y evita de
esta forma los factores de inmunidad
humoraly celular.(13)

-Anulacidn de la alarma del interferén (IFN)

La evasidon de la respuesta de la
inmunidad innata es de tal importancia para
los virus, que han desarrollado
evolutivamente mecanismos para eludir
esta respuesta. El Ebola es capaz de inhibir
las respuestas de IFN tipo | y Il en las células
diana, especialmente macréfagos,
monocitos y células dendriticas. El resultado

final es un defecto en la maduracién de las
células dendriticas y la disminucién de la
activaciony proliferacion de las células T, que
junto con la apoptosis conduce a la
linfopenia caracteristicade la EVE.

Estudios en modelos animales vy
cultivo de tejidos sugieren que, tanto la
patogenia como el antagonismo del IFN,
estdnrelacionados con VP35yVP24.(14,15)

VP35 es un cofactor para la ARN
polimerasa en la sintesis de ARN y se ha
propuesto que actla uniendo a la
polimerasa La NP. Ademas, desempefia una
funcién prominente en la inhibicién del IFN
ay B atravésde multiples mecanismos.

RIG-I y MDA-5 son receptores de
reconocimiento de patdgenos del sistema
innato que detectan ARN citosdlicos
extrafios. RIG-1 reconoce 5'-trifosfatos de
extremos romos, y MDA-5 detecta ARN
largos de doble cadena. A través de ambas
vias se activa el IPS-1, y subsecuentemente,
NF-kB, IRF-3 e IRF-7, lo que resulta en la
expresién de IFN tipo-1 y citocinas
proinflamatorias. Experimentos anteriores
determinaron que VP35 interferia con la via
del RIG-I, al impedir la fosforilacion del IRF-
3. Posteriormente se demostréo que
interactuaba con el dominio N-terminal de la
cinasa IKKg, lo que impide la fosforilacion de
IRF-3y actia como un sustrato sefiuelo para
la cinasas IKKe/TBK-1. Ademds, la unidn de
VP35 con IKKe impide su interaccion con
otras proteinas, incluidos RF-7 y IPS-1. El
resultado neto de estas interacciones es la
inhibicion de la induccion de genes por el
promotor de respuestaal IFN.(16)

Estudios bioquimicos y estructurales
demostraron que VP35 contiene un dominio
C-terminal inhibidor del IFN (lID) con dos
secuencias de aminodcidos bdsicos. Una de
ellas se centra en el residuo R312 y participa
en la unién al ARN de doble cadena, de
manera muy similar a como lo hace RIG-I.
Observaciones de estructuras de ARN
unidos y no unidos revelaron que VP35 es
capaz de unirse, tanto al eje fosfato como al
extremo de la moléculade ARN, en forma de
dimeros.

Las mutaciones de los aminoacidos
basicos centrados en R312 anulan la unién al
ARN de doble cadena, y los analisis
estructurales sugieren que tales mutaciones

afectan la dimerizacién de VP35. Algunos
experimentos que utilizan virus
recombinantes que incorporan VP35R312A
(mutante) muestran atenuacién de la
virulencia y disminucién, tanto del
crecimiento viral como del antagonismo al
IFN, que sugiere que la unién de IID a los
ARN de doble cadena y la dimerizacién de
VP35, desempeiian funciones clave en el
ciclo de vida viral, asi como en la
patogénesis.(17)

Mientras la inmunidad innata estd
intacta, la respuesta del hospedero a la
infeccidn viral causa la secrecién de IFN con
el objetivo de provocar respuestas
antivirales en las células vecinas, estimular la
respuesta de las células hematopoyéticas e
incrementar la presentacion de antigenos. El
IFN secretado se une areceptorestipolyll, e
induce sefiales via proteinas adaptadoras
que resultan en la fosforilacion y
subsecuente dimerizacion de las proteinas
transductoras de sefiales y activadoras de la
transcripcion (STAT). Posterior a ser
dimerizadas y fosforiladas, estas proteinas
son transportadas al nicleo donde se unena
los elementos de respuesta al IFN e inducen
la expresion de genes.' Debido a la
importancia de estas vias en la induccién de
la expresién de genes antivirales, es comun
que los virus desarrollen mecanismos para
contrarrestarlas. Por ejemplo, el virus del
dengue bloquea la fosforilacion de STAT-1y
actua via activacion de las proteasas para
degradaralas STAT-2.(19)

En experimentos iniciales con el
Ebola se encontré que el virus no solo
bloqueaba la produccién de IFN, sino que
también inhibia la respuesta celular que
normalmente acompafia la via de
sefializacion del IFN o/B (Tipo 1) e IFN y (Tipo
I1). Este bloqueo de sefiales estuvo asociado
con la expresion de la proteina VP24 y
posteriormente se demostrd que evitaba la
acumulacion de nuclear de STAT-1, que
participa en ambos tipos de cascadas de
propagacién de sefiales, tipo | (dimero
fosforilado STAT-1/STAT-2) y tipo Il (dimero
fosforilado STAT-1/STAT-1).(18)

Por lo tanto, el Ebola no solo
disminuye la alarma que produce el IFN, sino
también inhibe la respuesta a la alarma
después que la primera ha sido escuchada.
Esta actuacion coordinada entre VP35 y
VP24, conduce al antagonismo altamente



efectivo de la respuesta inmune innata
mediada por IFN.

-Deterioro de la respuesta de ARN
inhibitorios

La infeccidn de células por virus ARN
activa vias de sintesis de ARN inhibitorios
especificos en los hospederos, que silencian
la expresion de genes virales al fragmentar el
ARN viral en pequefios ARN inhibitorios
(siRNA) que se uneny bloquean transcriptos
de ARN complementarios.

De forma similar a las tacticas parala
inhibicion del IFN, el Ebola emplea dos
proteinas virales diferentes para alterar la
respuesta innata de ARN inhibitorio en
mamiferos (VP35 y VP30). Esta teoria es
apoyada por experimentos previos que
encontraron que VP35 interactia con dos
proteinas (TRBP y PACT), componentes del
complejo RISC - siRNA y parece mediar la
actividad supresora de ARN inhibitorio. De
manera interesante, otra proteina del Ebola,
VP30, también se une al complejo del RISCy
actua como supresor de la actividad de ARN
inhibitorio.(20)

-Secuestro de funciones celulares del
hospedero (Traduccion)

Las células del hospedero frenan la
infeccidn viral al disminuir la sintesis celular
de proteinas, en un esfuerzo por evitar o
retardar la replicacion viral. Esto se logra a
través de una proteina cinasa dependiente
de ARN de doble cadena (PKR). A través de
su unién al ARN de doble cadena y su
consecuente activacién, PKR fosforila la
subunidad a del factor-2 de iniciacién de la
traduccién en eucariontes (elF - 2a). Se ha
demostrado que la expresién de la proteina
VP35 bloquea la actividad de PKR y estimula
la expresién de proteinas luego que las
células son tratadas con IFN tipo |. Datos
recientes sugieren que este efecto es
mediado por el dominio VP35 ID.
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-El plan de liberacidn de la teterina

La teterina es un factor celular
inducible por el IFN que se ha comprobado
que evita la gemacién de los virus envueltos
a través de la membrana plasmética.
Contiene dos dominios anclados a la
membrana que se supone media la

inhibicién de la gemacién al anclar las
membranas viral y celular. La teterina fue
descrita por primera vez como antagonista
de los retrovirus al impedir la gemacion de
las particulas del VIH-1. Estos estudios
demostraron que la gemacion de particulas
virales era recuperada por la expresion de
VIH-1Vpu.(22)

Cuando las particulas virales del
Ebola fueron ensambladas con VP40 en
presencia de sobrexpresion de teterina, se
observd una disminucién similar de la
liberacidn de particulas virales, mientras que
una expresion simultanea de VIH-1 Vpu
restablecid la liberacion de particulas
virales.(22)

Experimentos recientes sugieren
que residuos de aminoacidos dentro del
dominio transmembranal de la gluco-
proteina del Ebola contribuyen al
antagonismo de la teterina.(23)

Entre los mecanismos propuestos
para el antagonismo GP-teterina se
encuentran: alteracién de la integridad de la
teterina; interferencia estérica de la teterina
en su unién con las membranas viral y
celular; y exclusion de la teterina de la region
de la membrana plasmatica a través de la
cual las particulas virales emergen.(24)

-El hospedero contraataca: bloqueo de
entradas y salidas

La relacién entre replicacion viral
eficiente y patogénesis es un equilibrio
delicado que, cuando se pierde, puede
conducir a la muerte del hospedero. Es por
eso que los virus han evolucionado para
evadir las respuestas inmunes de una forma
selectiva y regulada que facilite una
replicacién viral controlada y una
transmision de la progenie.

Existen al menos dos genes indu-
cibles por el IFN que, hasta el momento, no
parecen ser contrarrestados durante la
infeccién por Ebolavirus y sus productos
conducen a un descenso en lainfectividad. El
primero seria el de las proteinas
transmembranales inducidas por IFN
(IFITMs) que constituyen factores de
restriccion ampliamente activos, descritos
por primera vez como inhibidores de la
influenza A, y acttan frente a virus envueltos
queincluyen el Ebolay el Marburg.(25)

Las IFITMs se encuentran en multi-
ples superficies celulares acomparfiando las
vias de incorporacion de los virus a través de
las membranas donde bloquean su entrada.
Se han propuesto varios mecanismos
antivirales, incluyendo la acumulacion de
colesterol, la inhibicion de la fusion de las
vesiculas que contienen virus en cuerpos
multivesiculares, cambios en la dinamica del
flujo de membranas, o alteraciones en la
curvatura de las membranas (que restringen
la capacidad de fusidn entre las membranas
viraly celular).(26)

Experimentos recientes con IFITM-3
y virus influenza A, sugieren que su
actuacion seria bloquear una etapa, aun no
definida, entre la hemifusion de las
membranas viral y celular y la formacion del
poro de fusién. De esta forma, IFITM-3
permite que se mezclen los lipidos de las
membranas viral y celular, pero no que se
forme completamente el poro de fusién, lo
que evita que el contenido de ribonu-
cleoproteina viral pueda acceder al
citoplasma, lo que bloquea lainfeccién.(27)

El otro gen inducido por el IFN que
bloquea la infeccién por Ebola es ISG-15, un
gen antiviral cuyo producto, cuando se
conjuga con una proteina diana, causa
alteraciones en su actividad, localizacion
celular o estabilidad. Se ha demostrado que
afecta a muchos virus incluyendo influenza
A/B, hepatitis B, VIH-1, herpes simple tipo 1,
citomegalovirus, y Ebola.(28)

En el caso del Ebola, la actividad
antiviral de I1SG-15 estuvo asociada a la
disrupcién de la gemaciéon mediada por
VP40, en ensayos con particulas virales
semejantes al Ebola. La gemacién de este
virus normalmente ocurre por ubiqui-
tinacién de VP40, mediada por Nedd4. Dos
grupos encontraron que ISG-15 interactua
con Need4 e impide la ubiquitinacion de
VP40, y conduce a una gemacién defectuosa
delas particulas virales.(29)

Todas estas investigaciones sugieren
que varios genes estimulados por el IFN y
con potente efecto antiviral, son blanco de
los mecanismos desarrollados evoluti-
vamente por el Ebola para regular su entrada
y salida de las células del hospedero.

-Regulando la balanza de la respuesta
inmune



Una paradoja en la enfermedad por virus
Ebola es que, tanto la supervivencia como la
mortalidad, estan ligadas a la generacion de
una potente repuesta inmune en el
hospedero. Los pacientes que sobreviven,
asi como los asintomaticos, tienen niveles
elevados de células T y una respuesta
temprana de las células T citotdxicas.(30)

La captacién rapida del Ebolavirus
por los macréfagos y células dendriticas no
solo resulta en su translocacién a los tejidos
periféricos y linfoide, sino también explica el
déficit en los no-supervivientes, de secre-
cién de citocinas necesarias inmedia-
tamente después de la exposicion para el
control de la infeccién. Experimentos que
utilizan macréfagos derivados de monocitos
cultivados in vitro mostraron que la infeccion
por Ebola inhibe la secrecién de factor de
necrosis tumoral a (FNT-a), interleucinas (IL)
6 e IL-10, consistentes con hallazgos
asociados a desenlaces fatales de la
enfermedad. Conjuntamente, las células
dendriticas expuestas, ya sea a virus vivos o
inactivados, perdieron la capacidad de
expresar moléculas imprescindibles para la

coestimulacion de las células T, lo que resulta
eninhibicion de la proliferacion de las células
TCDA4.

En estudios con muestras de sangre
obtenida de sujetos humanos infectados, se
encontré que las repuestasde IL-6y FNT - a
alinicio de la enfermedad, fueron superiores
en los sujetos que sobrevivieron con
respecto a los que no lo hicieron. En etapas
posteriores, la IL-6 se mantuvo mas elevada
en supervivientes, pero la diferencia con los
no-supervivientes no fue tan dramatica
debido a incrementos en el segundo grupo.
En contraste con la IL-6, el FNT-a en los no-
supervivientes fue mucho mayor que en
supervivientes en etapas avanzadas de la
enfermedad. Es interesante notar que la IL-
10 puede ser critica en la modulacion de esta
respuesta.

Aunque la IL-10 estuvo ligeramente
elevada en supervivientes, probablemente
como un mecanismo de retroalimentacion
para controlar la respuesta inflamatoria, el
incremento fue de corta duracion, como es
de esperar una vez que las citocinas han

regresado a los niveles normales. De
cualquier forma, la IL-6 estuvo de 6 a 10
veces mas elevada en los casos fatales y
permanecié elevada hasta la muerte.
Ademas, la activaciéon de mono-
citos/macréfagos medida por los niveles de
neopterina fue de 2 a 10 veces mayor y
consistentemente elevada en los casos
fatales, lo que indica una activacion inmune
desregulada.(31)

Aunque estudios mas recientes
muestran diferentes patrones para citocinas
especificas(30), existe una tendencia general
de los supervivientes a tener una respuesta
pro y antinflamatoria balanceada de corta
duracién; y los nosupervivientes, una tardia
y prolongada respuesta inflamatoria que
conduce a la “tormenta de citocinas”.

-Camuflaje y desorientacion: evitando la
respuesta inmune adaptativa

Una consecuencia fatal e irreversible
de la destruccion de las células hemato-
poyéticas por el Ebola es la disminucién de la
presentacion de antigenos. Este resultado es
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consistente con la observacidon de pobre
respuesta de la inmunoglobulina G (IgG) en
infecciones fatales, mientras que niveles
elevados de IgG estan asociados con la
supervivencia.

En el Ebola han evolucionado
multiples mecanismos que permiten eludir
la efectividad de la respuesta humoral:
particulas virales alargadas y filamentosas
que contienen glucoproteinas (GP) estables,
representan un obstaculo potencial para la
eficiente inhibiciéon por anticuerpos;
mientras que el plegamiento de los
filamentos virales puede crear “bolsones” de
glucoproteina aun mas inaccesibles para la
unién de anticuerpos. Ademds, la fuerte
glucosilacion en el dominio semejante a la
mucina de la glucoproteina puede limitar el
acceso a epitopos claves para la neutra-
lizacién eficiente.

El acceso a los anticuerpos estd
restringido, ademas, por la rapida ingestion
por macropinocitosisy launiéna un receptor
intracelular. Adicionalmente, el virus oculta
el dominio de unidn al receptor debajo de
una cubierta glucidica, que solo es expuesto
y se une al receptor luego de su eliminacién
mediada por catepsinas.(32)

Ademds de la GP anclada a la
membrana, el gen GP del Ebola codifica una
glucoproteina de secrecion (sGP) de 364
aminoacidos que resulta idénticaala GP en
sus 205 residuos N-terminal, que es
secretada por las células infectadas pero no
esta presente en losviriones.

La transcripcidn alternativa del gen
GP, sorprendentemente, no es la estructura
trimérica de GP asociada a la membrana,
sino una GP de secrecion dimérica. El
balance de la expresion de estas dos
proteinas es gobernado por la alternancia de
la polimerasa en sitios de edicion del ARN.
Esto ha conducido a la especulacién de que
sGP actua modulando o desorientando la
respuestainmune del hospedero.(33)

La mejor evidencia para esta
hipotesis proviene de un articulo que
demuestra en ratones, que la sGP promueve
la evasion inmune al servir de sefiuelo de GP
para los anticuerpos y presenta una epitopo
alternativo no neutralizante a la respuesta
inmune humoral. Extraordinariamente, la
evidencia sugiere que alrededor del 80 % de
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la expresidn del gen GP es sGP. Esto puede
ser debido, en parte, a presiones de
seleccidn para balacear la toxicidad debido a
los efectos de GP y sus requerimientos en las
particulas virales y la evasion de la respuesta
inmune del hospedero dirigida contra
GP.(34)

En conjunto, estos datos sugieren
que la expresién por el Ebola de sGP y GP es
un proceso regulado rigurosamente, en el
cual la proteccion contra la inmunidad vy la
produccion de particulas virales son
balanceadasatravésdelaediciéon de ARN.

Ademds de los mecanismos de
evasion inmune a través de las caracte-
risticas estructurales del virién y la gluco-
proteina, esta Ultima posee propiedades
inmunosupresora directas.(35)

La glucoproteina secretada
interactua con los neutrdfilos y distorsiona la
union entre Fcy RINIB y CR3. Ademas, la GP
transmembranal, GP2, tiene semejanza
estructural con glucoproteinas retrovirales
que poseen un segmento peptidico
inmunosupresor que impide la activacion y
proliferacién de los linfocitos.(36)

Los estudios que miden la respuesta
in vivo de células T a antigenos especificos,
son limitados por la dificultad de obtener y
preservar muestras de linfocitos viables de
sujetos infectados y supervivientes del
Ebola. Sin embrago, algunos estudios
sugieren que durante el curso de la
enfermedad hay un decrecimiento
dramatico del nimero absoluto de células T
debido a una apoptosis concomitante. Esto
afecta, tanto la eliminacion directa (mediada
por células T) de las células infectadas de
virus, como las respuestas antivirales
humorales dependientes de células T.(37)

En su conjunto, multiples investi-
gaciones sugieren una compleja interre-
lacién entre factores pro y antinflamatorios,
gue resultan en una respuesta inmune
balanceada y supervivencia del hospedero o
desregulaciony muerte.

Conclusiones

La infeccién fatal por Ebola esta
marcada por un fallo catastréfico de la
inmunidad innata y adaptativa, que es
mediado por proteinas codificadas por el

virus, asi como propiedades asociadas con la
estructuraviral.

En el centro de la desregulacion
inducida por el Ebola se encuentra una
actuacion temprana y coordinada de las
proteinas VP24, VP30y VP35, que conduce a
niveles elevados de replicacion viral, a una
inapropiada temporizacion de la cascada de
liberacion de linfocinas y la muerte, tanto de
células presentadoras de antigenos, como
células efectoras.

La pobre activacion de la respuesta
inmune adaptativa es, ademas, complicada
con lainduccidn de la apoptosis de linfocitos
y los mecanismos de evasidn de anticuerpos.

Desde su identificacion, hace casi 40
afios, el genoma del Ebola ha mostrado una
extraordinaria estabilidad, rasgo inusual en
virus ARN con una polimerasa propensa a
errores. Esto sugiere que el virus se
encuentra altamente adaptado a su
reservorio. Algunas hipdtesis sugieren que
factores de restriccion adicionales del
hospedero pueden jugar un papel en la
limitacion de la patogenicidad en las
especies hospederas naturales y regularian
el balance entre inmunidad y replicacién
viral sostenible.

Fuera de este reservorio, los brotes
epidémicos persistentes como el actual en
Africa Occidental, pueden conducir a las
adaptaciones que han sido observadas
longitudinalmente en la patogenicidad
alterada mientras el virus se adapta a los
humanos.

Por demas, los complejos meca-
nismos del Ebola para regular selectiva-
mente la respuesta inmune y su patogeni-
cidad variable en diferentes especies
hospederas, convierten a este virus en un
adversario formidable, asi como de un
notable interés cientifico.
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