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INTRODUCCIÓN
El virus respiratorio sincitial (VRS) es un virus RNA, no

segmentado, formado por una única cadena de RNA de

sentido negativo. Pertenece al género Pneumovirus y la

familia Paramixoviridae y esta constituido por 10 genes

que codifican 11 proteínas de diferentes pesos molecula-

res1. Entre las proteínas estructurales, las glicoproteínas G

y F, asociadas a la envoltura constituyen los mayores

determinantes antigénicos del virus ya que inducen la for-

mación de anticuerpos neutralizantes. La proteína G me-

dia la adhesión del virus a las células del epitelio respira-

torio y se ha relacionado con la producción de una

respuesta predominantemente Th2, mientras que la pro-

teína F facilita la entrada del virus, inserción del RNA en

las células del huésped y la formación de sincitios. Estu-

dios en humanos y modelos animales sugieren que la

proteína F estimula una respuesta Th1 predominante

(fig. 1).

Existen dos tipos principales de VRS, A y B, que pue-

den co-circular en la comunidad durante la estación de

invierno. No esta claro si un tipo es más virulento que

otro2. Mientras que los anticuerpos anti-proteína F confie-

ren protección frente a los dos tipos de VRS, los dirigi-

dos frente a la proteína G usualmente no son protectores

contra los dos tipos, ya que solo hay un 35% homologia

entre la proteína G de los tipos A y B. De ahí que la pro-

teína F es la principal diana para las intervenciones tera-

péuticas3.

EPIDEMIOLOGÍA
En la actualidad el VRS constituye la primera causa de

bronquiolitis y hospitalización secundaria a infección del

tracto respiratorio inferior en países desarrollados4, ade-

más de representar una causa importante de morbi-mor-

talidad en países en vías de desarrollo. Solo en Estados

Unidos el VRS es responsable de más de 150.000 hospi-

talizaciones anuales y su número está en aumento5. El au-

mento de la supervivencia en niños de alto riesgo como

lactantes prematuros, niños con cardiopatita congénita o

displasia broncopulmonar ha supuesto que el riesgo de

bronquiolitis severa haya aumentado de forma paralela.

Además de la morbilidad aguda causada por el VRS,

numerosos estudios desde hace más de 40 años han des-

crito la asociación entre la infección por VRS en la infan-

cia y el desarrollo posterior de sibilancias recurrentes e

hiperreactividad bronquial (HRB); no sólo en lactantes

hospitalizados con bronquiolitis severa6, sino también en

niños con bronquiolitis que no requirieron hospitaliza-

ción y se siguieron de forma ambulatoria7. Aun no está

claro si es la infección por VRS en etapas tempranas de

la vida responsable por si sola de las alteraciones en la

función pulmonar que se observan posteriormente o por

el contrario, es la combinación de la infección por VRS en

ciertas etapas de la vida con factores propios del hués-

ped, como ciertos polimorfismos en los genes que codi-

fican o regulan la expresión de la IL-8, IL-13 o en las pro-

teínas del surfactante A y D3,8,9, que parecen alterar o

aumentar la predisposición a padecer asma posterior. Lo

Figura 1.
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que es aun más interesante es el hecho de que la mayoría

de lactantes infectados por VRS que desarrollan poste-

riormente HRB no tienen factores de riesgo evidentes

(fig. 2).

Existe además evidencia reciente que parece indicar

que los mecanismos asociados al desarrollo de sibilancias

post-bronquiolitis cambian a lo largo del tiempo. Las si-

bilancias tempranas se han asociado a la producción sis-

témica de IL-1010 mientras que las sibilancias más tardías

se han asociado con polimorfismos de la IL-139. Asimis-

mo, estudios en modelos animales han demostrado que

la naturaleza de la inflamación pulmonar tras la infec-

ción por VRS aunque persistente, es también cambiante

y se correlaciona con las alteraciones en las pruebas de

función pulmonar observadas: durante la fase aguda el

infiltrado inflamatorio esta compuesto fundamentalmen-

te de macrófagos, neutrófilos y algunos linfocitos, mien-

tras que en la fase crónica se observa un predominio de

células plasmáticas y linfocitos11,12.

PATOGÉNESIS
En general la respuesta inmune primaria a la infección

por VRS es pobre e incompleta, de ahí que las re-infec-

ciones sean frecuentes a lo largo de la vida a pesar de la

presencia de títulos altos de anticuerpos neutralizantes. La

mayoría de las reinfecciones ocasionan afectación leve

del tracto respiratorio superior con la producción de

IgG1, IgG3 e IgA a nivel tanto local como sistémico13. El

VRS no se replica normalmente fuera del aparato respira-

torio, y la infección queda restringida a la mucosa respi-

ratoria. Sin embargo ciertos estados de inmunosupresión

de células B o T favorecen el desarrollo de viremia y/o

manifestaciones extrapulmonares14-16.

Las manifestaciones de la infección por VRS son el re-

sultado no solo del efecto citopático directo del virus so-

bre las células del epitelio respiratorio si no también de la

respuesta inmune, a menudo exagerada del huésped. En

la infección por VRS existe un desequilibrio entre las dos

ramas de la inmunidad: la inmunidad innata y la adapta-

tiva.

Inmunidad Innata
En los lactantes con bronquiolitis por VRS se liberan di-

ferentes citoquinas, quemocinas y otros mediadores de

la inmunidad celular que se encargan de regular la res-

puesta local y que constituyen la primera respuesta a la

infección. La interrelación entre todos estos factores es

compleja ya que actúan de forma coordinada reclutando

y activando células dendríticas17, células mononucleares,

y neutrófilos en la vía aérea18. Entre ellos se encuentran

citoquinas como IL-6, TNF-�, quemocinas como IL-8,

MIP-1� y RANTES19, así como mediadores inflamatorios

neuronales no-colinergicos, no-adrenergicos, que junto

con la producción de moco aumentada llevara a un es-

trechamiento de la vía área (mediada en parte por la li-

beración de leucotrienos, prostaglandinas y oxido nítrico)

con la consiguiente producción de sibilancias, atelectasias

e hiperinsuflación pulmonar, signos clínicos característi-

cos de la bronquiolitis20.

Desequilibrio Th1-Th2
En general las infecciones virales promueven una res-

puesta celular Th1 dominada por la producción de nive-

les elevados de IFN-�; mientras que el asma y la atopia

promueven una respuesta Th2 con la consiguiente pro-

ducción de IL-4 e IL-5. En la infección por VRS los datos

publicados acerca de la respuesta Th1-Th2 en humanos

y modelos animales son contradictorios, en parte debido

a las diferencias en el diseño de los estudios realizados.

Probablemente, es el modo en el que se realiza la pre-

sentación de antígeno más que la estructura de las pro-

teínas virales las responsables de mas una respuesta

Th1 o Th221. Cabe también la posibilidad que lactantes

con bronquiolitis severa por VRS atraigan ciertos compo-

nentes del sistema inmune al lugar de la inflamación, es-

tando por tanto ausentes en sangre periférica17,22.

Persistencia del Virus
Estudios preliminares han demostrado que la preven-

ción de la infección por VRS en lactantes prematuros y

también en modelos animales se asocio a una reducción

significativa del desarrollo posterior de HRB, por lo que

parece que el virus parece jugar un papel fundamental en

la patogénesis de la enfermedad12,23-25. Existe evidencia

reciente in vitro, modelos experimentales animales26 y

en humanos que sugieren27 que el VRS podría permane-

cer en “estado latente o en forma de bajo grado de re-

plicación” en lugares inmunológicamente privilegiados,

bien a través de las proteínas virales no estructurales

NS1/NS2 o del receptor CX3CR1 expresado en leucocitos

y neuronas del pulmón, evadiendo así al sistema inmune.

Quizás los efectos a largo plazo que se observan tras la

Figura 2.
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infección por VRS, se podrían explicar en parte por la

persistencia del VRS en el aparato respiratorio. El VRS

mantendría una estimulación constante del sistema in-

mune y sería responsable de la inflamación crónica y de

los cambios en el patrón de citoquinas y quemocinas que

se observan en niños con HRB inducida por VRS.

PAPEL DE LA GENÓMICA (MICROARRAYS)
Se han propuesto distintos mecanismos para explicar la

asociación entre la infección por VRS en etapas tem-

pranas de la vida y el desarrollo posterior de HRB, sin

embargo los mecanismos específicos y tipos celulares res-

ponsables de estas secuelas a largo plazo no están com-

pletamente definidos. Por ello, en los últimos años hemos

aplicado una nueva tecnología basada en el análisis glo-

bal y conjunto de la respuesta del huésped a la infec-

ción28, gracias al estudio del fenotipo molecular de los

leucocitos en sangre periférica, que constituyen una fuen-

te de información accesible y fiable además de reflejar lo

que ocurre en el lugar de la infección29. No solo busca-

mos identificar el agente infeccioso como causa de la en-

fermedad, si no que gracias a los microarrays podemos

estudiar y entender la respuesta global del huésped como

fuente única de biomarcadores de la enfermedad.

ESTUDIOS PRELIMINARES
Inicialmente nuestro objetivo principal fue determinar

si existían distintos perfiles de expresión génica que nos

permitiera diferenciar pacientes con diferentes tipos de

infecciones virales o bacterianas (perfil diagnostico).

Usando el algoritmo predictor de clases por proximidad

(K-NN), identificamos 35 genes que diferenciaban con

95% de precisión pacientes con Influenza A vs pacientes

con infecciones por Gram negativos (E. Coli) o Gram po-

sitivos (S. pneumoniae). Estos genes “clasificadores” se

obtuvieron de una cohorte inicial de pacientes perfecta-

mente seleccionados y pareados en relación a la edad,

sexo, raza y severidad de la infección para evitar cual-

quier tipo de confusión en el análisis, y se validaron pos-

teriormente en una cohorte independiente de pacientes

con el mismo tipo de infecciones29 (fig. 3A y B).

Gracias a los microarrays no solo hemos podido dife-

renciar, pacientes con distintos tipos de infecciones: vira-

les vs bacterianas, sino que hemos podido identificar pa-

trones de expresión génica patógeno-especifico en

pacientes que debutaron con manifestaciones clínicas si-

milares, en este caso neumonía. Seleccionamos 27 pa-

cientes con neumonías de diferentes etiologías y 7 con-

troles como referencia. Utilizando los distintos grupos de

genes clasificadores identificados previamente29 (fig. 4),

obtuvimos 137 genes que agruparon los pacientes en

4 patrones diferentes (fig. 5). Niños controles sanos que

se diferenciaron claramente del resto. Un segundo patrón

de expresión en pacientes con infección por influenza A

(formada predominantemente por genes relacionados

con el interferón) claramente diferente de un tercer pa-

trón dominado por las infecciones bacterianas (S. aureus

y S. pneumoniae; incluyendo genes asociados a los neu-

trofilos).

También identificamos un cuarto patrón de expresión

que combinó elementos de los patrones anteriores (genes

asociados al interferón y los neutrofilos) en 4 pacientes:

3 de ellos con influenza A y uno con neumonía por

S. aureus, que sugiere que estos pacientes estaban co-in-

fectados con virus y bacterias. Las implicaciones clínicas

de estos hallazgos son enormes, ya que el diagnostico

etiológico de las neumonías y por tanto manejo clínico es

especialmente limitado en la practica clinica29.

Pero las aplicaciones de los microarrays no son solo

diagnosticas, si no que permite la identificación de mar-

cadores de severidad de la enfermedad así como marca-

dores pronósticos, de hecho nos esta permitiendo estu-

Figura 3. A) Panel izdo: El análisis por predicción de clases identifico un grupo de 35 genes que discriminaron pacientes
con infección aguda por Influenza A (verde) de infecciones bacterianas (rojo). El patrón de expresión génica
esta representado en forma de un mapa de colores donde cada línea representa un gen y cada columna un
paciente, (rojo = aumento en la expresión, azul = disminución en la expresión y amarillo: sin cambio). B) Pa-
nel dcho: La capacidad discriminatoria de estos genes se comprobó en un grupo independiente de pacientes.
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diar en profundidad la patogénesis de la infección por

VRS y su asociación con el desarrollo de HRB posterior al

estudiar en su conjunto la respuesta del huésped a la in-

fección.

MODELOS EXPERIMENTALES
Con el fin de estudiar la inmunopatogénesis de la in-

fección por VRS hemos adaptado en nuestro laboratorio

un modelo experimental de VRS en ratones, que nos per-

mite estudiar de forma más controlada la dinámica de la

infección por VRS. Utilizando este modelo hemos podi-

do cuantificar la replicación viral y producción de me-

diadores inflamatorios en el tracto respiratorio inferior, así

como valorar el impacto de estos cambios inflamatorios

en la función pulmonar tanto en la fase aguda de la en-

fermedad como a largo plazo11. Gracias al modelo muri-

no, hemos demostrado que después del aclaramiento del

virus documentado por cultivos celulares, y la recupera-

ción de la fase aguda de la enfermedad30, los ratones pro-

gresan hacia una fase crónica caracterizada por HRB e in-

flamación de la vía aérea que persiste hasta 154 días

después de la infeccion11 (fig. 6A y B). Pero lo que quizá

es más importante es que estos cambios persistentes a

nivel histológico se acompañaron de cambios funcionales

en los parámetros de función pulmonar.

A diferencia de los cultivos celulares que fueron con-

sistentemente negativos después de la primera semana

tras la inoculación, la RT-PCR para VRS permaneció po-

sitiva en ratones infectados tanto en la fase aguda de la

enfermedad (días 1-5) como hasta 6 semanas después de

la inoculación. Además demostramos que el número de

copias de RNA del VRS se correlacionó significativamente

con la HRB observada en ese momento (p < 0,001,

r = 0,83)26,31.

Con el fin de estudiar en detalle y caracterizar el im-

pacto de la infección por VRS en la expresión génica du-

rante la fase crónica de la enfermedad, cuando las mani-

festaciones clínicas de la infección aguda por VRS, no

están ya presentes, hemos aplicado esta nueva metodolo-

gía a nuestro modelo experimental. Tras extraer RNA del

pulmón de ratones infectados con VRS, controles no in-

fectados y ratones infectados con VRS y tratados con mo-

tavizumab (anticuerpo monoclonal anti-proteína F deri-

vado de palivizumab) a modo de profilaxis, 24h previas a

la infección) identificamos 541 genes expresados signifi-

cativamente diferente entre los tres grupos estudiados.

Ocho de estos genes, la mayoría relacionados con la in-

munidad humoral se correlacionaron significativamente

con la HRB (r 0,7-0,8; p < 0,05) que habíamos observado

previamente y todos ellos tenían un nivel de expresión

significativamente superior en el grupo de ratones infec-

tado con VRS32.

Por tanto hemos encontrado que la HRB persistente

en ratones infectados con VRS en comparación con el

grupo control se asocio a) con la presencia de un infil-

trado pulmonar crónico a expensas principalmente de

mononucleares (fig. 6B) y fue diferente del observado

en la fase aguda de la enfermedad b) persistencia de co-

pias de RNA del virus detectadas por reacción en cadena

de polimerasa en tiempo real (RT-PCR) en muestras de

pulmón de ratones infectados con VRS a largo plazo (días

12-42) c) expresión de ciertos grupos de genes relacio-

nados con la inmunidad humoral.

ESTUDIOS PROSPECTIVOS EN LACTANTES CON
BRONQUIOLITIS AGUDA

Recientemente hemos aplicado esta tecnología a mues-

tras de pacientes con infecciones respiratorias: bronquio-

litis por VRS, influenza y virus parainfluenza. Utilizando

test estadísticos no paramétricos (p < 0,01) encontramos

que el patrón génico en la infección por VRS en lactan-

tes con bronquiolitis es único y diferente del que ocurre

Figura 4. Mínima superimposición entre genes que discri-
minan pacientes con infección aguda por In-
fluenza A, E. coli, S. aureus o S. pneumoniae.
(a) Además de los 30 genes que encontramos
diferenciaban S. aureus de E. coli (Diagrama
de Venn, dcha: Sa de Ec); identificamos 30 ge-
nes que diferencian S. aureus de S. pneumoniae
(Diagrama de Venn, izda: Sa vs Sp); y 45 genes
que diferencian E. coli de S. pneumoniae (Dia-
gram de Venn, abajo: Ec vs Sp). Solo encontra-
mos 3 genes compartidos entre cualquiera de
los grupos. (b) Los tres grupos de genes que dis-
crimaban pacientes con infecciones bacteria-
nas (figura a) se sumaron (102 genes unicos;
diagrama de venn izda) y se compararon con
los genes derivados de la comparación de in-
fluenza A vs infecciones bacterianas (35 genes,
diagrama de Venn, dcha). No encontramos
ningun gen compartido entre estos dos ultimos
grupos.
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en otros tipos de bronquiolitis33. Es más, con el fin de

entender el significado biológico de los genes expresados

y saber si estos genes se correlacionaban con parámetros

clínicos de severidad de la infección, aplicando análisis

estadísticos multivariados no paramétricos en distintos

grupos de pacientes con bronquiolitis por VRS (pacien-

tes con enfermedad severa vs pacientes con enfermedad

leve) encontramos ciertos grupos de genes co-regulados

que se correlacionaron con el score clínico de severidad

de la infeccion34.

Estos hallazgos, además de aportar evidencia adicional

y ayudar a entender en profundidad la patogénesis de la

infección por VRS, demuestran la capacidad que tiene el

VRS de inducir cambios crónicos en el pulmón a nivel or-

gánico y funcional. Enfatizan además el valor de estas

nuevas técnicas para identificar marcadores que se corre-

lacionan con la severidad de la infección, representando

por tanto candidatos ideales para la realización de inter-

venciones terapéuticas que prevengan las secuelas pul-

monares a largo plazo causadas por el VRS en la pobla-

ción pediátrica.
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