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Citomegalovirus: subversién celular con repercusion sobre la
membrana plasmatica

La citomagalia es el aspecto mas sobresaliente de la infeccion por citomegalovirus humano (CMVH),
¥ @s un modelo conveniente para estudiar los efectos patoldgicos de infecciones virales sobre la
membrana plasmatica, ya que el aumento de tamano experimentado por las células infectadas, im-
plica que deben incorperar nuaeva membrana.

La membrana plasmatica es una barrera importante que los virus deben franquear para llegar
hasta la maguinaria celular, alojada en el citoplasma, y eventualmente lograr replicarse. El aumenio
de la permeabilidad de la membrana es producido en muchos casos por proteinas especificadas por
el gencma viral (viroporinas), con actividades que recuardan a las de los iondforos, o las de loxinas
que afectan estructuras de la membrana’. Esto es particularmente cierto en el caso de los virus
desnudos, que liberan su progenie por lisis de la membrana de la célula infectada. Los virus envuel-
tos, como CMVH, gue adquieren su envoltura al madurar por brotacion a través de membranas ce-
lulares, necesitan la integridad de las mismas para completar la formacion de la progenie infectante.
Sin embargo, la estructura y funcién de la membrana son profundamente alteradas por la infeccion.
Una idea de la magnitud y variedad de los cambios que tienen lugar entre el momento en que CMVH
se une a su receptor para penatrar en la célula, y aguel en que se deteclan viriones de su progenie
en el medio extracelular, se refleja en la siguiente secuencia:

a) Durante la primera hora a partir del contacto con CMVH y mucho antes que comience la sinte-
sis de proteinas especificadas por el virus, se produce la desfosforilacion de algunas proteinas celu-
lares por accion de fosfatasas de origen celular y viral, asociadas con al virion, ya que si antes de
infectar se incuba la suspension de CMVH con acido okadaico, un inhibidor de fosfatasas tipo | y
24, dicha destosforilacion de proteinas no ocurre®. Se registra también hidrdlisis de fosfatidil inositol
difosfato, gue provoca incrementos transitorios de la concentracion citoplasmalica de inositol 3-fosfato
y diacil glicerol, y cambios en la homeostasis de calclo. La concentracidn citoplasmatica de calcio
libre (idnico) aumenta en forma transitoria durante esta primera hora, por liberacidn de calcio desde
depdsitos intracelulares®, y por entrada de calcio desde el medio extracelular. La entrada de calcio,
al menos en parte, esta mediada por canales de calcio, ya que el verapamilo inhibe esa respuesta®.

b) Entre las 3 y las 8 horas se producen despolimerizacién de microtibulos, alteracicnes
mitocondriales, y condensacién de los nucleclos. También comienzan a aparecer las inclusiones
citoplasmaticas y las inclusiones nucleares lempranas.

c) Ya de 5 a 12 horas las células sufren cambios morfoldgicos por modificaciones del citoesqueleto®.
La célula infectada pierde su arquitectura normal y se redondea, marcando el comienzo de la deng-
minada “respuesta contractil". Estos cambios estan relacionados con incremento de la captacion de
calcio, y el consiguiente aumento de la concentracién total de calcio intracelular®. La captacién de
calcio aumenta transitoriamente entre las 9 y las 12 horas luego de la infeccidn con CMVH, mientras
que el contenido total de calcio celular comienza a aumentar después de las 24 horas de la infec-
cién®. Se produce un aumento de la concentracion citoplasmatica de AMP ciclico {(cAMP). En este
tiempo, todavia un 90% del total de |a sintesis de proteinas celulares es especificado por el genoma
celular, aunque alrededor de las 10 horas aparece el ARN temprano viral y comienza la sintesis de
proteinas virales tempranas,

d) A las 12 o 14 horas aparecen las primeras proteinas virales; entre ellas, un péptido que tiene
un peso molecular aproximade de 88 K, con actividad de proteinguinasa. Se produce aumento de
la concentracion citoplasmatica de GMP ciclico (cGMP).

e) Hacia las 20 horas comienza la maduracion de las inclusiones nucleares tempranas, aparecen
la polimerasa de ADN viral y el ADN viral. Paralelamente se produce incremento de ARN celular
{nuclear y ribosomal). En la membrana plasmatica desaparece por completo la actividad de los ca-
nales de sodio dependientes de voltaje, que ara demostrable en un 30% de células no infectadas;
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paralelamente, aumenta la actividad de los canales de potasio del tipo delayed rectifier, en células
no infectadas, es posible detectar estos canales en un 8% de las células estudiadas, mientras que
la infeccidn hace gue el porcentaje de células en las que se puede deleclar esie canal aumente
hasta el 20%".

f) Llega el final de la etapa de contraccion celular; alrededor de las 24 horas comienza una fase
denominada de “relajamiento”. El tamafo aparenie de la célula es similar al de celulas no infectadas
pero la forma original no se recupera. Comienza el agrandamiento celular. El volumen celular (medi-
do como el aumento del espacio intracelular de urea marcada con “C), es significativamente mas
grande que el de fibroblastos no infectados”. La captacidn de Hb* insensible a ouabaina, que indica
la entrada de potasio por mecanismos de transporie diferentes a la bomba de sodio, disminuye
significativamente en las células infectadas®. El agregado de trifosfato de adenosina (ATP) o de
arginina-vasopresina (AVP) en el medio extracelular produce aumento de la concentracidn de calcio
libre en el citoplasma, por liberacidn de calcio desde depdsilos intracelulares. Durante este periodo,
CMVH modifica la respuesta a estos agonistas; mientras las células no infectadas responden en un
BO o 90% a AVP y sdlo en un 15% a ATP extracelular, las células infectadas responden en un 80-
90% a ATF extracelular, y solamente un 10% a AVP con aumento de calcio libre en el citoplasma®.
Aproximadamente un 50 o un 0% de la sintesis total de proteinas efectuada por la célula, es espe-
cificada por el genoma viral®.

g) Hacia las 48 horas se puede demostrar agrandamiento celular manifiesto. Aparecen las prime-
ras nucleocapsides y las inclusiones nucleares tardias; se delectan viriones intracelulares, marcan-
do asi el fin del eclipse viral. A nivel de la membrana plasmatica se produce un aumento significati-
vo del nimero de copias de la bomba de sodic presentes en la membrana plasmatica®, y se puede
detectar actividad del canal de potasio de tipo delayed rectifier en el 100% de las células’.

h) Finalmente, a las 72 o 76 horas se produce un segunde pico de concentracién de cAMP. El
volumen celular aumenta alrededor de 4 veces®, mientras que el nimero de copias de la bomba de
sodio en la membrana llega a ser 3 veces mayor que en células no infectadas. El aumento del nd-
mero de bombas de sodio se debe posiblemente a la mayor concentracion de sodio en el citoplas-
ma®, y es causado por particulas infectantes, ya que si el indculo viral es inactivade por exposicién
a la luz ultravicleta, el aumento del numero de bombas de sodio no se produce. Paralelamente, dis-
minuye &l numero de copias funcionales del triple cotransportador de Na, K y CI",

Por otra parte, los mecanismos de regulacion del pH intracelular de los fibroblastos humanos son
alterados por la infeccién con CMVH. Existe reduccidn manifiesta de la capacidad buffer del cito-
plasma, posiblemente debida a alteraciones de la composicion de las proteinas celulares. También
hay cambio en la modalidad de la respuesta del intercambiador Na*/H* a estimulos hiperosmaticos,
con reduccion de la afinidad aparente por sedie y aumento de la velocidad maxima de transporte, Al
elevar la osmolaridad de las scluciones externas, en las células infectadas se manifiesta una res-
puesta de alecalinizacidn del citoplasma que es blogueda por andlogos de amilorida, lo que sugiere
que es mediada por el intercambiador Na*/H*, Se observa ademds disminucién de la afinidad apa-
rente por sodio exterior del intercambiador Na*/H* en células infectadas, que puede reflejar un cam-
bio genuino de la afinidad por uno de los iones transportados inducide por CMVH, o alternativamen-
te, ser el resultado de cambios en otras propiedades cinéticas, como cambio en el gradiente de con-
centracién de sodio en células infectadas. Otro transportador inhibido en forma dramatica por la in-
feccidn, es un sistema de carga de equivalenies de acido acoplado con salida de sodio, insensible a
los inhibidores del intercambiador Na+/H+ (amilorida y sus analogos), que se puede poner en evi-
dencia con fibroblastos humanos en cultive, al incubarlos en soluciones libres de sodio™ ™.

i) Aparecen los viriones extracelulares.

Cabe concluir, entonces, que las investigaciones llevadas a cabo en recientes anos sobre la in-
feccidn por CMVH revelan un panorama en el que maltiples mecanismos son activados para provo-
car una raspuesta, similar en algunos aspectos a la actividad celular observada por accion de {acto-
res de crecimienio. El virus s& vale de mecanismos y sistemas enzimaticos celulares no sélo para
sintetizar sus propias proteinas, sino que también los usa para causar una verdadera subversion,
una de cuyas consecuencias es el cambio de las propiedades de los mecanismos de transporte lo-
calizados en la membrana plasmdtica. Los mismos, ya sean de transporte activo, transportadores
(carriers) o canales, constituyen |a puerta de entrada y salida de iones y nutrientes, y son los encar-
gados de regular sus concentraciones en el citoplasma y organelas. El desarrollo de citomegalia
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constituye asi una respuesta de adaptacion; el virus cambia el medio intracelular velviéndolo aplo
para replicarse eficientemente. En apoyo de esla hipotesis se puede mencionar que no se detecta
progenie viral hasta que comienza el agrandamiento celular, a pesar que la sintesis de ADN viral se
inicia mucho antes®. El esclarecimiento de las respuestas celulares a la infeccién por CMVH también
podria ser de importancia en casos en los que el virus no induce por completo a la cascada de cam-
bios morfolégicos y fisiolégicos descriptos en el curso de la infeccion productiva, sino que por el con-
trario, ocurre restriccién de la replicacién con formacion de infeccién abortiva, infeccion persistente
yfo eventualmente, neoplasia,
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