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MECANISMO DE PERSISTENCIA DEL VIRUS RUBEOLA EN INFECCION CONGENITA
MECHANISM OF RUBELLA VIRUS PERISTENCE IN THE CONGENITAL INFECTION
Maria P. Adamo, Mauro S. Pedranti, Maria J. Calloni Sappag, Marta T. Zapata.

RESUMEN

La rubéola congénita es una infeccién persistente. RUB no induce apoptosis en cultivos
primarios de células fetales humanas (FFH), las que tienen un patrén de expresion de genes
prevaleciente promotor de la supervivencia celular. Entre las vias de supervivencia y
proliferacion activas en FFH se encuentran las de Akt y ERK. Cuando se bloquea su activacién
RUB si induce apoptosis y la infeccion no progresa. La induccion temprana y temporal de la
activacion de Akt y ERK en diversas lineas celulares en las que RUB si induce apoptosis indica
gue la actividad de estas vias de supervivencia celular es necesaria para la replicacion de
RUB. Los cultivos de FFH persistentemente infectados con RUB también expresan p-Akt y p-
ERK, pero en presencia de inhibidores especificos de estas quinasas el titulo viral cae
significativamente. Consecuentemente vias de supervivencia / proliferacion celular activas
pueden contribuir a convertir la infeccion aguda por RUB en persistente. Asimismo se observan
diferencias en el potencial apoptético de cepas prototipos y salvajes, siendo estas Ultimas, no
atenuadas, las que inducen efecto citopatico (muerte celular) mas acentuado. Asi, la
persistencia en la infeccién por RUB parece depender de mdultiples factores tanto propios del
virus como del hospedador, incluyendo la respuesta inmune y el background genético celular.
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ABSTRACT

Congenital rubella is a persistent infection. RUB does not induce apoptosis in primary cultures
of human fetal fibroblasts (HFF), which have a prevailing gene expression background that
promotes cell survival. Among the pathways promoting cell survival and proliferation active in
HFF are Akt and ERK kinases pathways. When HFF are infected in the presence of inhibitors
of Akt and ERK activation RUB does induce apoptosis in these cells and the virus infection does
not grow. The early and temporal induction of the activation of Akt and ERK in diverse cell lines
in which RUB induces apoptosis indicates that the activity of these survival pathways is
necessary for RUB replication. Cultures of HFF persistently infected with RUB also express p-
Akt and p-ERK, and when the activation of Akt and ERK is blocked by specific inhibitors, the
viral titre falls significantly. Consequently, pathways of cell survival / proliferation can contribute
to convert the acute RUB infection in a persistent infection. Likewise, prototype and wild type
RUB strains show different apoptotic potential, the latter (not attenuated strains) inducing more
conspicuous cytopathic effect (cell death). Thus, the persistence in RUB infection seems to
depend on multiple, viral and host factors, including the immune response and the gene
expression background of the infected cell.

Key words : rubella, persistent infection, apoptosis.

Instituto de Virologia “Dr. J. M. Vanella”, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cérdoba. Calle Enf.
Gordillo Gémez S/N, Ciudad Universitaria, CP 5016, Cérdoba, Argentina. e-mail: mpadamo@fcm.unc.edu.ar

-7-

Revista de la facultad de Ciencias Medicas 2009 66; (Supl.1): 7-14




Persistencia Viral ... Adamo, MP y otros

1. INTRODUCCION

La rubéola es una enfermedad
exantematica benigna tipica de la nifez,
gue generalmente cursa sin presentar
complicaciones y confiere inmunidad
protectora de por vida. La infeccién en la
mujer embarazada en cambio constituye
un grave riesgo para el feto,
especialmente durante el primer trimestre
de gestacion, por la capacidad
teratogénica del virus. El virus rubéola
(RUB) puede inducir un amplio rango de
anomalias congénitas, en conjunto
denominadas sindrome de rubéola
congénita (SRC). Mientras la infeccion
postnatal es limitada por la respuesta
inmune del hospedador y se resuelve en el
corto plazo, la rubéola congénita es
persistente. EI mecanismo de persistencia
viral en la rubéola congénita no se conoce,
pero la infeccion persistente se resuelve
usualmente entre 1 y 2 afios después del
nacimiento (1-2).

Las vacunas a virus atenuado de RUB son
efectivas y seguras y se han utilizado
exitosamente en programas de vacunacion
por 30 afos, lo que convierte a RUB en un
atractivo  vector vacunal (3). La
dilucidacion de las interacciones virus-
célula es importante para comprender y
predecir el comportamiento del virus en su
aplicacion tecnolégica. Por ello el objetivo
de este trabajo es contribuir al
conocimiento de la persistencia de RUB en
la infeccion congénita, analizando el rol de
la apoptosis en la relacion RUB-célula
hospedadora.

2. El virus, la rubéola postnatal y la
rubéola congénita.

RUB pertenece a la familia Togaviridae,
siendo (hasta ahora) el Gnico togavirus no-
arbovirus y unico representante del
género Rubivirus. Posee un genoma de
ARN infeccioso de cadena simple
protegido por la capside y una envoltura
con dos glicoproteinas virales. El Unico
hospedador y reservorio natural de RUB
es el hombre y no existe un modelo animal
para la rubéola congénita (4).

La infeccion por RUB en nifios y adultos
esta caracterizada por exantema de corta
duracion, linfoadenopatias, fiebre
moderada y artralgias. Hay una alta
proporcién de casos subclinicos (2) y las
complicaciones son infrecuentes (5).

RUB se transmite a través de aerosoles
respiratorios. La incubacion es seguida por
viremia y liberacion de particulas virales

infectivas en nasofaringe. La viremia cesa
con la aparicibon de los anticuerpos
circulantes. IgM es la primera en
detectarse y la IgG confiriere proteccion
por el resto de la vida (1-2; 5-8).

En la primoinfeccion de una mujer
embarazada, los tejidos placentarios son
invadidos durante la viremia materna y la
infeccion puede transmitirse de la madre al
feto (9). La tasa de infeccion fetal es
cercana a 90% en el primer trimestre de
gestacion (5). RUB se disemina
ampliamente en los tejidos fetales (10-11),
donde se establece una infeccién crénica y
no litica (9).

El 85% de los nifios nacidos con rubéola
materna confirmada en el primer trimestre
de gestacion presenta alguna o varias de
las manifestaciones del SRC (1; 5), que
incluyen patologias transitorias, dafios
estructurales permanentes y patologias de
emergencia tardia. Las mas comunes
afectan sistema cardiovascular, sistema
nervioso, ojos y oidos (5; 12).

Los nifios con rubéola congénita excretan
virus al momento del nacimiento y una
proporcion cada vez menor de ellos
continuara haciéndolo los préoximos 24
meses (13-15). Los factores que
determinan la duracién de la excrecion
viral no se conocen.

Los mecanismos teratogénicos tampoco
estan dilucidado, aunque resultados
directos de la replicacion del virus
(crecimiento lento y depolimerizacion del
citoesqueleto) durante periodos criticos de
la ontogenia podrian dar lugar a las
malformaciones del SRC (16-19). También
podria contribuir cierto efecto litico de RUB
en las células embrionarias / fetales (9;
20) y mediadores de la respuesta inmune
(5; 21). La posible participacion del
proceso de muerte celular inducido por
RUB en el mecanismo teratogénico se
renovd después al describirse la
capacidad de RUB de inducir apoptosis in
vitro (22-23).

La persistencia de RUB en los tejidos
fetales indica que ni los anticuerpos
maternos ni los fetales pueden eliminar al
virus in utero, ain cuando ambos pueden
neutralizarlo in vitro (24). Los linfocitos de
nifios infectados durante la gestacién
muestran deficiencia proliferativa in vitro
(25-27), pero producen IgM, IgA e 1gG (28-
30), por lo que no esta claro como escapa

-8- ! Por simplicidad, en adelante el término fetal
hara referencia también al periodo embrionario.
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RUB a la eliminacion y establece una
infeccién persistente.

3. Hipotesis de persistencia viral en la
infeccion congénita por virus Rubéola.
Varios mecanismos podrian explicar la
persistencia de RUB en la infeccién
congeénita.

3A. Defecto en los mecanismos de
defensa del hospedador.

La inmunotolerancia clasica (con ausencia
de anticuerpos) no es una caracteristica
de la rubéola congénita, pero se han
observado diferencias cualitativas en la
respuesta de anticuerpos en las
infecciones postnatal y congénita, y falla
en la respuesta proliferativa in vitro de
linfocitos de recién nacidos con rubéola
congénita (25-27; 31). Esta deficiencia
indica disfuncion de la inmunidad mediada
por células y podria conducir a la
persistencia viral por falta de eliminaciéon
de las células infectadas.

3B. La hipotesis clonal.

Considerando la ausencia de potencial
citolitico de RUB en células de cultivos
crénicamente infectados que no se podian
“curar” con antisuero especifico, y
evidencia de que el virus pasa a las
células hijas durante la divisién celular, se
propuso que se infecta un nimero limitado
de células del embrién y que las células
parentales infectadas dan lugar a clones
de células infectadas, no siendo afectada
la transferencia del virus por los
anticuerpos circulantes. Los clones de
células infectadas tendrian un potencial de
duplicacién reducido y al ir muriendo
resultarian en la eliminacion de la infeccion
congénita (18).

3C. Efectos teratogénicos y
persistencia intracelular del virus
independientes.

La disfuncién inmune seria consecuencia
de la infeccion fetal y dependera del
tiempo de gestacion al momento de la
infeccién. La invasién del feto por RUB
resulta en una poblacién de células
infectadas que tienen un tiempo de vida
finito. Si la inmunidad celular es deficiente,
las células infectadas sobreviviran hasta
completar su tiempo de vida determinado.
El virus persistira en tanto las células
infectadas sobrevivan. Asi, la duracion de
la infeccién esta determinada por el tiempo
de vida de la célula infectada y es
influenciada secundariamente por
mecanismos inmunolégicos (32).

4. Influencia del background genético
de la célula.

Entre 1998 y 2002 se demostr6 que RUB
induce apoptosis con activacion de
caspasa 3 en cultivos (Vero, RK13,
neuronas de ratén), que el efecto
citopatico (ECP) de RUB esta mediado por
la apoptosis y que la magnitud de
apoptosis inducida varia entre tipos
celulares (21-22; 33-36). Megyeri y col.
(33), observaron apoptosis inducida por
RUB en células Vero y RK13, pero no en
dos lineas de fibroblastos embrionarios
humanos (HEL-17 y HEL-18). Muchos
virus activan sensores que desencadenan
la apoptosis como respuesta innata frente
a la infeccion viral (37-38). En este caso la
apoptosis seria un mecanismo de defensa
auténomo de la célula destinado a cortar el
ciclo de replicacion del virus y deshacerse
de la célula infectada (39-40).

La apoptosis es un proceso clave en el
desarrollo embrionario, en el que algunas
células estan programadas para morir,
mientras que otras estan determinadas
para sobrevivir y proliferar (41-43). Estas
células en activa proliferacién tienen sus
vias apoptéticas bloqueadas (44-45), por
lo que la expresion normal de oncogenes
promotores de la supervivencia y la
proliferacion celular podria impedir la
respuesta antiviral autbnoma de la célula.

5. Diferencias entre células fetales y de
adulto humano y su respuesta a la
infeccion por virus rubéola.

En cultivos de células Vero, las cepas
Gilchrist (prototipo de laboratorio) vy
Cérdoba (un aislamiento local de 1988 que
carece del historial de pasajes de las
cepas atenuadas prototipos o vacunales)
difieren en su capacidad citopatogénica. A
5 dpi RUB Cérdoba induce ~45% de
muerte celular, mientras RUB Gilchrist
induce ~30% (36; 46).

Para analizar el rol de la apoptosis en la
infeccion por RUB se comparé el ECP
inducido por RUB Coérdoba en células Vero
y células humanas derivadas de embrion y
de adulto. Se establecieron cultivos
primarios de fibroblastos fetales humanos
(FFH) proliferantes, explantos  de
vellosidades coriénicas (EVC) y cultivos en
monocapa de citotrofoblastos (CTB) de
placentas a término, y se utilizaron
también cultivos de células Hs888Lu,
fibroblastos CCL-211).diploides derivados
de pulmoén humano de individuo adulto
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(ATCC RUB induce moderado a marcado
ECP (apoptosis) en Hs888Lu, EVC y en
CTB, pero no en FFH (23; 47), y p-Jun
[subunidad de un factor de transcripcion
implicado en la proliferacién celular (49-
51)] no se detecté en células Hs888Lu
pero si en FFH normales e infectadas (48).
Por ello se analiz6 la expresion de genes
en FFH y Hs888Lu, comparando los
niveles de expresion en estos dos cultivos
entre si y en cultivos infectados versus
controles correspondientes.

El analisis de expresion de genes en
cultivos infectados permitio identificar ~500
genes inducidos o suprimidos por RUB en
FFH y en Hs888Lu (de identidad diferente
pero con un patrén de funciones similar);
5% de ellos participan en la defensa
celular (respuesta innata, citoquinas,
gquemoquinas), y la mayoria de los
restantes interviene en transduccion de
sefiales, regulacién de la trascripcion y
metabolismo celular. Del andlisis de los
genes inducidos y suprimidos por RUB en
células Hs888Lu surge que el patron de
expresiébn de genes en estas células
promueve la apoptosis luego de Ia
infeccién, en la cual la via del IFN tiene
una participacion importante (23). La figura
1 muestra una sintesis esquemaética de
estos resultados
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Fig. 1. A. en Hs888Lu infectados por
RUB. [ (/Inducci6n de IFN EI ARN viral de
doble cadena generado durante la
replicacion reconocido por TLR3/4 B, que
en el nacleo promueven la
transcripcionJactiva los factores IRF3 y
NF- . El IFN secretado se une a sus
receptores en la superficie celular yl[Ide
IFN desencadena la respuesta antiviral,
incluyendo la expresion de OAS y MX, las
que participan en la degradacion de ARN y
proteinas virales. IFN también induce la
actividad de proteinas apoptoéticas. B. IFN
tipo | induce la transcripcion de genes
como FOXO3A, 1L.24, XAF-1, PML,
caspasa (CASP) 10 y CASP4. CASP10 es
una caspasa apical en la cascada
enzimatica que caracteriza a la apoptosis;
es activada por sefales transducidas
desde los llamados “receptores de muerte”
ubicados en la membrana plasmética. En
su lado citoplasmico, estos receptores
poseen “dominios de muerte” (DD, por
death domain). Al unir sus ligandos, los
receptores reclutan en el citoplasma, a
través de sus dominios DD, moléculas que
también poseen regiones DD, como FADD
y TRADD. En la proximidad de Ila
membrana plasmatica se forma entonces
del complejo DISC (death inducing
signaling complex), que transmite la sefial
de muerte activando CASP8 o CASP10.
Estas activan CASP3, que a su vez activa
caspasas efectoras (CASP4, CASPS6,
CASP?7). La via intrinseca de la apoptosis
involucra la activacion de la CASP3 luego
de la disrupcion del potencial de
membrana mitocondrial, acompafiado de
la liberaciébn hacia el citoplasma de
citocromo c. En el citoplasma, citocromo c,
CASP9, Apaf-1 y ATP constituyen el
apoptosoma que activa CASP3. Las vias
extrinseca e intrinseca estan conectadas
por factores pro-apoptéticos activados por
la via de los receptores de muere que
pueden desencadenar la salida de
citocromo c¢ de la mitocondria, por ej.
Bid.—: activacion o induccion; :
inactivacién o supresioén (52).

En contraste, el patron general de
expresion de genes pro- y anti-apoptoticos
luego de la infeccién es antagonista de la
apoptosis en las células fetales: genes
pro-apoptéticos que son inducidos por
RUB en Hs888Lu no muestran cambios en
su nivel de expresion en FFH o son
inducidos en menor magnitud que en
Hs888Lu (BAX, CARD6, CASP10, CASP7,
CASP8), mientras que algunos genes anti-
apoptoticos son inducidos (BCL2A1,
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BIRC3) y otros pro-apoptoticos son
suprimidos (TP53). No solo es diferente la
respuesta ante la infeccién por RUB en los
genes que se activan o suprimen en FFH y
Hs888Lu, sino también el patrén de
expresioén previo a la infeccién. Las células
fetales tienen sobre-expresados genes
anti-apoptéticos y sub-expresados genes
pro-apoptéticos, de tal manera que el
patron de  expresion de  genes
prevaleciente promueve la supervivencia
en FFH (23). La figura 2 esquematiza
sintéticamente la posible respuesta de
células fetales a la infeccion por RUB en
base a estos resultados.

Fig. 2. La induccién del IFN es parte de la
respuesta antiviral de la célula fetal, sin
embargo la fase efectora de la apoptosis
parece estar bloqueada por diversos
mecanismos  anti-apoptéticos  [AVEN,
SURVIVIN, TNFRSF4, TNFSF18, vy
TRAIL-R (decoy) estan sobre-expresados
en FFH y son anti-apoptoticos; CASP10,
Citocromo ¢ y APAF1 son pro-apoptéticos
pero estan sub-expresados en FFH con
respecto a Hs888Lu]. —: activacion o
induccion; 4 : inactivacion o supresion (52).
Las células FFH infectadas por RUB
muestran adem&s menor actividad de
CASP3 que las células Vero infectadas
(53). Mas aun, el tratamiento de cultivos
de FFH con varios compuestos quimicos
que inducen apoptosis por diferentes vias
(actinomicina D, camptotecina,
cicloheximida, dexsametasona y
etoposida) mostr6 que estas células
fetales son relativamente resistentes a
todos ellos excepto cicloheximida
(inhibidor de la sintesis proteica), en
contraste con lo que ocurre con Hs888Lu y
Vero (23).

Entre los genes promotores de la
supervivencia de la célula sobre-
expresados en FFH destacan integrantes
de las vias de la PI3K (phosphoinositide 3
kinase) y de las MAP-kinasas (MAPK,

mitogen activated protein kinases). En
efecto, Akt (quinasa aguas abajo de PI3K)
y ERK (una MAPK) estan activas (p-Akt y
p-ERK) en FFH. Si se infectan células FFH
con la activacién de Akt y ERK bloqueada
por inhibidores especificos, RUB si induce
apoptosis en ellas. Ademas, la infeccion
puede establecerse inicialmente en
presencia de inhibidores de la fosforilacion
de Akt y ERK, pero luego del segundo dia
post-infeccion el  titulo viral cae
significativamente y la infeccion no
progresa.  Similares  resultados se
obtuvieron con cultivos FFH
persistentemente infectados (53-54;
Adamo y col., manuscrito en preparacion).
En conjunto, los datos sugieren que las
vias PI3K-Akt y Ras-Raf-MEK-ERK activas
en FFH colaboran en determinar el estado
de supervivencia de FFH y permitirian el
establecimiento de la infeccion persistente
por RUB.

6. Rol de la apoptosis en la infeccion
por virus rubéola.
La capacidad de RUB para inducir
apoptosis en distintos tipos celulares
difiere segun su grado de diferenciacién (y
no proliferante). Ademas RUB induce la
activacién de Akt y ERK en células Vero,
BHK-21, Hs888Lu (Adamo y col,
manuscrito en preparacion) y RK-13 (55),
aunque s6lo de manera transitoria y previo
a la aparicion de ECP (apoptosis) en el
cultivo. Ello indica que la apoptosis
inducida por RUB es un mecanismo innato
de defensa contra la infeccion viral,
auténomo de la célula. Como otros virus,
RUB habria encontrado una via para
escapar a este mecanismo de defensa,
prolongando la vida de la célula el tiempo
suficiente para completar su ciclo.
Dado que se observan diferencias en el
potencial apoptogénico de diferentes
cepas de RUB, siendo mas
citopatogénicas las cepas salvajes que las
cepas atenuadas prototipos (36; 47; 52;
Adamo y col., manuscrito en preparacion),
el grado de atenuacién viral también
influye en su habilidad para sobrepasar el
umbral de deteccion de la infeccion e
induccion de la respuesta antiviral. Aln no
se sabe qué factores influyen en la
capacidad apoptogénica de RUB. Hasta
ahora no se encontraron dominios en las
proteinas virales capaces de interactuar
con proteinas celulares para inducir
apoptosis por via intrinseca, pero
experimentos en los que se bloquea la
-11-
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actividad del IFN sugieren que existe un
mecanismo por el que RUB induce
apoptosis independiente de la via del IFN
(23).

CONCLUSION
La persistencia de RUB en la infeccién
congénita parece resultar

fundamentalmente de la falla de Ila
respuesta citotéxica fetal y del tiempo de
vida de las células infectadas, determinado
por su patrén de expresion de genes.
Durante la infeccion embrionaria o fetal,
algunas células infectadas podrian morir
por  apoptosis, en tanto  otras,
determinadas a sobrevivir y proliferar (con
sus vias apoptéticas bloqueadas) no
activarian el programa de muerte como
defensa contra virus. En este caso, la
expresién normal de oncogenes
promotores de la supervivencia y la
proliferacion  celular  bloquearia Ila
apoptosis inducida por RUB. Es decir que
genes que determinan el destino a
sobrevivir 'y proliferar de las células
durante el desarrollo embrionario podrian
promover la persistencia de RUB en la
infeccién congénita.
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