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RESUMEN

A partir de abril del 2009, se registr6 en México una epidemia producida por
una nueva cepa de virus de influenza humana pandémica A (H1N1) 2009. Este
virus ha causado una enfermedad infecciosa de distribucion pandémica y
elevada transmisibilidad, que se caracteriza por un cuadro inflamatorio agudo y
en ocasiones grave. Las caracteristicas clinicas de esta nueva epidemia aun no
se han descrito por completo y se desconocen en gran medida los aspectos
moleculares del fendmeno inflamatorio agudo en los pacientes. En este trabajo
caracterizamos el perfil inmunofenotipico de células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) de pacientes infectados con el virus de influenza pandémica
A (H1N1) 2009 durante la respuesta inflamatoria aguda en el momento del
periodo inicial de la pandemia actual. Esta caracterizacion consistio en la
descripcion de la distribucién de las poblaciones de monocitos y linfocitos asi
como en la determinaciéon de la expresion de los marcadores TREM-1, HLA-
DR, CD69 y CD86 en las células de estos individuos. Los hallazgos indican que
la distribucion de las poblaciones de células TCD4" y TCD8" se encuentra
disminuida respecto a voluntarios sanos. En estos pacientes, la proporcion de
linfocitos CD3 se incrementa, mientras que la proporcion de monocitos
(CD14™) no presenta cambios significativos respecto a los sujetos sanos. El
marcador de activacion temprana CD69 muestra una disminucién en su
expresion relativa en linfocitos TCD8"; mientras que la expresion de la molécula
co-estimuladora CD86 en linfocitos CD3" se encuentra aumentada en pacientes
con influenza pandémica respecto a voluntarios sanos. La expresion relativa
del marcador pro-inflamatorio TREM-1 y de la molécula CD62L en monocitos
no muestra diferencias significativas, mientras que la expresion de la molécula
HLA-DR manifiesta un incremento en los pacientes con infeccién por virus de
influenza pandémica, respecto a los voluntarios sanos. Las proporciones de las
poblaciones celulares estudiadas asi como la expresion de las moléculas
analizadas no muestran diferencias significativas entre los pacientes con
infeccion por virus de influenza pandémica A (H1N1) 2009 respecto a pacientes

con infeccién respiratoria de etiologia diferente al virus pandémico.



MARCO TEORICO

A lo largo de la historia, se han registrado diferentes pandemias ocasionadas
por variantes de virus de la influenza A (VIA). La mas letal ha sido la de 1918,
llamada “Gripe Espafiola”, que se atribuye al subtipo A HIN1 que provoco
alrededor de 40 millones de muertes. En letalidad es seguida por las pandemias
de 1957 en Asia y en 1968 en Hong Kong [1]. Mas recientemente, en 1997 se
describié una zoonosis conocida como gripe aviar, causada por la variante A
H5N1 que ocasioné dos epidemias en Asia, la primera en el afio 2004 y la

segunda en el afio 2008, donde la tasa de mortalidad alcanzo el 60% [2].
1.1.Biologia del virus de influenza A.

Las infecciones por virus de influenza constituyen un grupo de enfermedades
muy comunes Yy resultan altamente contagiosas con grados variables de
mortalidad, que dependen tanto del tipo de virus como de caracteristicas propias
del huésped [3]. El virus de la influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae
conociéndose 3 tipos basicos de virus, A, By C. El virus de influenza A es el mas
importante de todos, ya que causa epidemias anuales y pandemias en intervalos
irregulares. Existen muchos subtipos de virus que se clasifican en funcion a las
diferencias antigénicas que se presentan entre sus proteinas de superficie, la
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), las cuales se enumeran en funcion de
las relaciones antigénicas que existen entre ellas. Hasta la fecha, se han descrito
16 tipos de HA y 9 tipos de NA [4].

La estructura general de los VIA es esférica o filamentosa. El virion proyecta
espigas de hemaglutinina y neuraminidasa a través de una membrana proveniente
de células huésped (que previamente infectd), que es atravesada discretamente
por canales idnicos formados por la proteina M2. Esta envoltura y sus proteinas se
encuentran sobre la proteina M1, la cual forma una matriz que encierra el nacleo
del virién. Debajo de esta matriz, se encuentran la proteina de exportacién nuclear
(Nuclear Export Protein, NEP o NS2) y el complejo de ribonucleoproteina (RNP),

el cual consiste en segmentos de RNA viral cubiertos con nucleoproteina (NP).
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También se encuentra la RNA polimerasa heterotrimérica, la cual esta compuesta

por tres subunidades, una acida (PA) y dos basicas (PB1y PB2) [4].

El genoma del VIA esta compuesto por ocho segmentos de RNA viral
antisentido de cadena sencilla. Los segmentos 1, 3, 4 y 5 codifican exclusivamente
para una sola proteina: PB2, PA, HA, y NP, respectivamente. En todos los virus de
influenza, la proteina PB1 es codificada por el fragmento 2, sin embargo, en
algunas cepas de influenza A, como en la H5N1 aviar, éste segmento también
codifica para una proteina accesoria llamada PB1-F2, que tiene actividad pro-
apoptotica, y que se genera por un marco de lectura alterno en +1. El segmento 6
codifica para la proteina NA, el segmento 7 genera a la proteina de matriz M1, y
por splicing alternativo, a la proteina de matriz M2. A partir del segmento 8, el VIA
expresa la proteina antagonista de interferon tipo I, NS1, y por splicing alternativo
del RNA mensajero, la proteina de exportacion nuclear, que esta involucrada en el
transporte del complejo de ribonucleoproteina del nucleo de la célula huésped al

citosol [4] .

Los extremos de cada segmento de RNA viral forman una horquilla helicoide,
el cual es unido por el complejo heterotrimérico de RNA polimerasa, el resto del
segmento esta cubierto con proteina nuclear rica en arginina. ElI fenomeno de
deriva antigénica (antigenic drift) involucra ligeros cambios en la secuencia génica
de las proteinas virales, especialmente en la HA, que provocan que los sitios de
las determinantes antigénicas que eran reconocidos por los anticuerpos, se
modifiquen y se evite este reconocimiento; este es el fundamento principal por el
cual es necesario llevar a cabo campafas de vacunacion anuales contra el virus
estacional. El genoma segmentado del virus de influenza permite el cambio
antigénico (antigenic shift), en el cual una cepa de virus de influenza A adquiere el
segmento de HA, y probablemente el de NA, proveniente de otro virus de influenza
de diferente subtipo. Esta recombinacién puede ocurrir en células infectadas con
diferentes cepas de virus, de origen animal y/o humano. El resultado puede ser un
virus que codifica proteinas antigénicas completamente nuevas, contra las cuales

no existe inmunidad previa; asi es como surgen las pandemias de influenza. El
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cambio antigénico genera nuevos virus para los cuales los humanos son
susceptibles primordialmente por ser inmunologicamente virgenes (no han

interactuado previamente con el antigeno) a estos virus [5-11].
1.2. Mecanismo de infeccion.

El virus de influenza reconoce residuos de acido sialico en la superficie de las
células del huésped. ElI acido sidlico (acido N-acetilneuraminico) es un
monosacarido de nueve carbonos presente en muchos conjugados glicosilados,
por lo que es ubicuo en muchas células y en muchas especies. El carbono 2 del
acido siélico se puede unir al carbono 3 o 6 de una galactosa, formando uniones
a-2,3 6 0-2,6 glicosidicas, que resultan en configuraciones estéricas unicas. Estas
uniones son reconocidas por las proyecciones de HA que tienen especificidad
preferencial por residuos a-2,3 60 a-2,6. Las uniones a-2,6 son abundantes en las
células epiteliales de la traquea en humanos, mientras que las a-2,3 abundan mas
en el tejido respiratorio aviar [12]. La penetracion del virus a la célula es mediada
por la HA y se realiza a través de un endosoma. Una vez dentro, la liberacion del
virus depende de la acidez del endosoma donde, el bajo pH activa un cambio
conformacional en la HA, que provoca la exposicién del péptido que media la
fusion de la envoltura del virus con la membrana del endosoma, formando un poro
a través del cual las RNPs virales son liberadas hacia el citoplasma de la célula.
Esta liberacion esta precedida por la acidificacion interna del virus, que ocurre
porque los protones del endosoma son transportadas al interior del virus por el
canal ionico que forma la proteina M2. Esto modifica las interacciones entre
proteinas, permitiendo la liberacion de las RNPs virales de la matriz viral al
citoplasma celular. El RNA vy las proteinas responsables de la replicacion entran al
nacleo de la célula huésped donde llevan a cabo este proceso que culmina con la
sintesis de las diferentes proteinas en los ribosomas. Posteriormente se produce
el ensamblaje y la liberacion de nuevos virus por gemacion vy lisis de las células
infectadas. La NA hidroliza los residuos de &cido sialico presente en
glicoconjugados celulares interviniendo en el proceso de liberacion de las

particulas virales y favoreciendo su diseminacion [4].
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1.3. Respuesta inmune innata frente al virus de influenza.

Como se mencioné anteriormente, el VIA debe fusionarse con la membrana
celular, para poder entrar a la célula y secuestrar la maquinaria genética para
poder llevar a cabo su replicacion. Es aqui cuando el virus interactia con las
células de la respuesta inmune del hospedero. El sistema inmune innato es la
primera linea de defensa que el virus activa cuando se encuentra dentro del
hospedero. Cuando ésta se inicia, se secretan citocinas y quimiocinas como parte
de la respuesta inmune inflamatoria, las cuales atraen a otras células, como
neutréfilos, al sitio de la infeccion. Entre las citocinas que son inducidas, los
interferones tipo | (IFN-I) representan el mecanismo de respuesta inmune innata

mas efectivo contra la replicacion y propagacion del VIA [13-14].

La respuesta inmune celular es estimulada por el reconocimiento de moléculas
denominadas patrones moleculares asociados a patogenos (Pathogen-associated
molecular patterns, PAMPS). Ejemplos de estos PAMPs presentes en el virus,
pueden ser &cidos nucleicos virales, como RNA de cadena sencilla con grupos
trifosfato en la posicion 5 o RNA de cadena doble. Estos PAMPs son reconocidos
por los receptores de reconocimiento de patron (PRR, Pattern Recognition
Receptors) de los cuales se han reportado tres grupos que juegan un papel

importante para censar la infeccién por VIA [15].

El primer grupo corresponde a los receptores tipo Toll o TLR (Toll Like
Receptors). Estos receptores poseen un dominio extracelular, con repeticiones
ricas en leucina con funcion de reconocimiento de ligando, un dominio
transmembranal y un dominio intracitoplasmico para la transduccion de sefiales.
Se han descrito 11 TLRs en el humano. De estos, los TLRs 3y 7 se encuentran
involucrados durante el reconocimiento del virus, las células dendriticas
plasmacitoides (pDC) expresan diferencialmente TLR7, mientras que las
dendriticas convencionales (cDC) expresan TLR3 [16-17]. EI TLR3 reconoce RNA
de doble cadena [18], mientras que los TLR7 y TLRS8, reconocen secuencias de
RNA de cadena sencilla ricas en uridina, como las que forman parte del genoma
del VIA [19].
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Las helicasas de RNA también son PRR que forman parte de otro sistema de
reconocimiento del VIA, e incluyen al gen inducible por acido retinoico-1 (RIG-I) y
al gen asociado a la diferenciacion de melanoma 5 (MDA5) [15]. RIG-I es un
receptor que participa directamente durante la infeccion por VIA [20]. La
sefializacion a través de estos receptores deriva en la union del factor de
transcripcion IRF-3 a su correspondiente sitio de unién en la regién enhancer del
gen de IFN-B e inicia la expresion del gen ifn-b posterior a la infeccion con VIA. El
IFN-B secretado activa al receptor de interferon tipo | en la misma célula que lo

secreta e induce la activacion de IFN-a [16, 21].

El dltimo grupo se compone por los receptores que integran a la familia de los
NLR (Nod-like receptors) y se caracterizan por su capacidad de formar
plataformas moleculares centrales, como lo inflamosomas, que permiten la
activacion de caspasas [15]. En especial, el complejo NLRP3 forma un
inflamosoma activador de caspasa-1, la cual es capaz de procesar y activar a las
pro-IL-1B, pro-IL-18 y pro-IL-33, produciendo IL-13, IL-18 e IL-33 respectivamente,
regulando asi la respuesta inflamatoria [22]. De hecho, se demostré que la
activacion de capasa-1 contribuye a la respuesta de linfocitos By T en la infeccion
contra VIA [23]. La secrecion de interferones tipo | no solo induce la transcripcion
de genes con actividad antiviral e inductores de apoptosis como la proteina cinasa
R (PKR) o la 2’5’ oligoadenilato sintetasa, sino que también activan a células
dendriticas y otras células del sistema inmune, activando a la respuesta inmune
adaptativa [16, 24-25].

La infeccidn por el virus de influenza puede inducir en ocasiones una respuesta
inflamatoria exacerbada que se relaciona con la severidad de la enfermedad y con
la muerte de los pacientes infectados. La cepa viral HIN1 de la pandemia de 1918
fue altamente virulenta, asi como lo fue la variante H5N1 responsable de un gran

numero de muertes en Asia entre los afios 2004 y 2005 [1, 26-28].

La infeccion causada por el virus de influenza aviar H5N1 esta caracterizada
por un infiltrado muy importante de células en pulmon (neutréfilos, células

dendriticas, linfocitos, monocitos), necrosis tisular, hemofagocitosis, aumento en la

71



concentracion de citocinas pro-inflamatorias circulantes y dafio en otros organos
como higado y rifilones [27-29]. En estos pacientes se encuentran niveles altos del
virus en circulacion a diferencia de la infeccion con otros virus que causan una
sintomatologia menos grave y en los cuales la carga viral Unicamente es

detectable en vias aéreas [30-31].

Esta respuesta inflamatoria exacerbada propuesta como “tormenta de
citocinas”, se caracteriza por niveles elevados de IFN-a/, IL-6, TNF-a, IL-8, MIP1-
a/B, MCP-1 y RANTES principalmente dentro de pulmon [32]; fendmeno que se ha
propuesto puede ser un factor contribuyente de los dafios graves causados al
organo e inducidos por el virus. Pacientes con enfermedad aguda (duracién menor
a 36 horas), presentan una relacion directa entre el aumento de IL-6 y TNF-a en
sangre periférica y la gravedad del cuadro clinico [33]. También se ha reportado
gue cuando los niveles séricos de IP-10 y de MIG se mantienen elevados por mas
de cinco dias, se asocian con un mal prondstico [34]. Se ha descrito que los
pacientes con carga viral alta en los pulmones generan una respuesta de citocinas
elevada; no obstante, estos pacientes generalmente se recuperan [35], mientras
gue, los pacientes que presentan carga viral detectable también en sangre
periférica, producen aun mas citocinas como IP-10, MCP-1, IL-8, IL-6 e IL-10,
evolucionan desfavorablemente e incluso fallecen [31]. Lo anterior sugiere que los
mediadores de la respuesta inmunitaria durante la infeccion del virus de influenza
aviar pueden ser cruciales tanto en el combate contra el virus como en los efectos

patoldgicos de la infeccion.

Ademas de las citocinas mencionadas existen ciertos marcadores moleculares
gue podrian funcionar como herramientas importantes para el prondstico de
enfermedades; tal es el caso del receptor activador expresado en células
mieloides-1 (TREM-1), la proteina cromosomica de la caja del grupo de Alta
Movilidad (HMGB-1) [36-37] o el antigeno leucocitario humano (HLA) del complejo
principal de histocompatibilidad (HLA-DR) [38], los cuales, entre otros, se han
propuesto como marcadores predictivos en infecciones causadas por bacterias,

virus y hongos; y en procesos inflamatorios sistémicos [39-41]. TREM-1 es un
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receptor que pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y se encuentra
en la membrana de neutrofilos y monocitos. Su expresién se incrementa en
respuesta a la presencia de bacterias 0 sus productos; cabe destacar que en
casos de psoriasis, colitis ulcerativa y vasculitis, que son patologias inflamatorias
no infecciosas y localizadas, la expresion de TREM-1 no se incrementa [42],
mientras que en procesos de inflamacion sistémica como pancreatitis y estados
postquirdrgicos TREM-1 se incrementa en la membrana de monocitos [39-40, 43].
Aunque inicialmente se propuso que la expresion de TREM-1 se asociaba a
procesos inflamatorios con infeccion, se ha observado que en pacientes con
pancreatitis, la expresion de TREM-1 se correlacionaba con inflamacion pero no
con infeccion. El ligando de TREM-1 se desconoce, pero a través de un anticuerpo
agonista se puede activar TREM-1 e inducir la produccién de citocinas y
quimiocinas (TNF-a, IL-1(, IL-8, MCP-1, MCP-3) [44]. La activacion de TREM-1
también incrementa la expresion de moléculas de adhesion (ICAM-1, Mac-1 o
CD11b/CD18), co-estimulacion (CD86) y disminuye la produccion de 1L-10 [45]. El
ligando de TREM-1 podria ser una molécula enddgena liberada durante la
necrosis asociada a dafo celular, como el que se observa en los casos de sepsis,
en donde esta incrementada la forma soluble de TREM-1 [43]. TREM-1 sinergiza
con diferentes ligandos de TLRs para producir mediadores inflamatorios y regular
negativamente la producciéon de mediadores anti-inflamatorios [44]. Esto puede
representar tal relevancia que en modelos de ratén, el bloqueo de la sefializacion
por TREM-1 disminuye la magnitud de la inflamacién y la mortalidad [46]. En
ciertas situaciones, los mediadores inflamatorios se liberan y actian sobre
organos remotos al sitio donde la inflamacion se origina, lo que puede generar el
desarrollo de manifestaciones clinicas que constituyen el Sindrome de Respuesta
Inflamatoria Sistémica (SIRS, por sus siglas en inglés Systemic Inflammatory
Response Syndrome) [47], acrébnimo que se acufid, para describir un conjunto de
manifestaciones clinicas y de laboratorio, como resultado de una respuesta

inflamatoria exacerbada.

Cuando la infeccion afecta a las vias respiratorias bajas, la magnitud y el

caracter de la respuesta inflamatoria parecen estar reguladas por las citocinas y
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guimiocinas que son inicialmente producidas por células epiteliales y
posteriormente por leucocitos que han sido atraidos al epitelio [48]. Entre los
leucocitos que son reclutados al sitio de infeccion, se encuentran los monocitos, su
importancia radica en que esta estirpe celular puede ser reclutada hacia los sitios
de inflamacion donde sean requeridos para diferenciarse, a través de un
mecanismo de rodamiento a nivel de las células endoteliales. En el sitio donde son
requeridas, se diferencian en macrofagos o en células dendriticas dependiendo
del microambiente de citocinas presente [49]. La molécula CD62L o L-selectina es
una molécula de adhesién que juega un papel preponderante en este proceso de
unién y rodamiento sobre las células endoteliales y, facilita su migracion hacia los
organos linfoides secundarios o hacia los sitios donde se esté llevando a cabo un
proceso inflamatorio [50]. En citologia de la mucosa bronquio-alveolar, se observa

un reclutamiento de células dendriticas y monocitos [51].

Se ha descrito que durante la infeccidbn por VIA las células dendriticas
plasmacitoides (pDC) son las productoras profesionales de IFNs tipo | (IFN-a/f),
por la rapidez en que lo hacen y por las grandes cantidades que llegan a producir
en comparacion con otras células [52]. La produccion de IFN-a es crucial en la
respuesta antiviral pero también es importante para la modulacion de varios
aspectos de la respuesta inmune como el incremento en la regulacion de
moléculas co-estimuladoras 'y moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC), activacion de células NK, en la induccion de respuesta
mediada por anticuerpos y la induccion de linfocitos T citotdxicos [53]. En el caso
de las células dendriticas convencionales (cDC), éstas juegan un papel importante
para llevar a cabo eficientemente el proceso de procesamiento y presentacion de
antigeno a linfocitos T, lo que las convierte en las células profesionales
presentadoras de antigeno (APCs) por excelencia, grupo que incluye también a

macrofagos y linfocitos B [54].

10 |



1.4.Respuesta inmune adquirida.

Los encargados de montar la respuesta inmune adquirida son los linfocitos T y
B. Una vez que las células dendriticas procesan al antigeno, migran hacia los
organos linfoides secundarios donde presentan al antigeno en contexto de las
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase Il a los
linfocitos T CD4", éstos se activan por las diversas sefiales que reciben,
incluyendo la expresiéon de moléculas co-estimuladoras (como CD80, CD86) y la
secrecion de citocinas (IFN-y, IL-4, IL-6, entre otras), y proceden a activar
linfocitos B especificos al expresar CD40L, que promueve el cambio de isotipo, la
maduracion de la afinidad y la diferenciacion a células productoras de anticuerpos
0 a ceélulas B de memoria [55-56]. Después de la activacion de linfocitos T y B, se
inducen distintos cambios dentro de las células, los cuales se reflejan en el
exterior de las mismas y pueden ser utilizados como marcadores. Una molécula
gue se induce inmediatamente después de que ocurre activacion celular en
linfocitos y otras células es CD69, un receptor de la clase Il de las lectinas tipo C,
gue se encuentra relacionado en el proceso de proliferacion. Se ha observado que
la expresion de la molécula CD69 en linfocitos T y B activados in vitro se
manifiesta en un tiempo de 1-2 horas después de la estimulacion inicial, lo que
sugiere que este receptor esta involucrado en la activacion y/o la diferenciacion
[57]. Ademas a través de anticuerpos monoclonales contra este receptor, se
estimula la produccién de IL-2 que induce la proliferacion de linfocitos T [58], la
sintesis de TNF-a por éstos [59], y la secrecion de 6xido nitrico (NO) en monocitos
[60]. En conjunto estos sucesos sugieren que CD69 puede actuar como un

receptor pro-inflamatorio [61].

Entre las moléculas co-estimuladoras se encuentran CD80 y CD86. Estos
receptores se expresan en las APCs y aumentan rapidamente su expresion debido
a la presencia de sefales inflamatorias y dependientes del antigeno, con el
objetivo de optimizar la interaccion de la APC con CD28 o CTLA-4 expresados en
linfocitos T [62]. En el modelo del ratén de infeccion por virus de influenza se

presenta un fendmeno no sistémico, localizado en los ganglios linfaticos
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mediastinales donde se observa un incremento en la expresion relativa de CD69 y
CD86 en linfocitos B que ocurre dentro de las primeras 24 a 48 horas después de
la infeccion y que depende directamente de las sefiales mediadas por el receptor
de interferon tipo | (IFNR) [14, 62].

Durante la fase inicial de la infeccion se puede observar leucopenia, a
expensas de linfopenia [34]. La presencia de linfopenia en pacientes con fiebre y
la disminucién de la proporcion de linfocitos T CD4" y CD8" correlacionan con la
severidad de la enfermedad y con la muerte [63]. En el caso particular de la
infeccion por VIA, los linfocitos T CD8" citotdxicos (Tc) juegan un papel primordial
en la resolucion de la infeccion, ya que se ha demostrado que la resolucién de la
infeccién corresponde a un incremento en la respuesta de linfocitos Tc, y que
dicha respuesta puede detectarse en los pulmones del individuo infectado. Los
linfocitos Tc reconocen complejos antigénicos de péptidos presentados en
moléculas del complejo de histocompatibilidad de clase | (MHCI), expresados en
células epiteliales infectadas. Estas células se destruyen por un mecanismo de
exocitosis de granulos ricos en perforinas y granzimas y por citotoxicidad
dependiente de Fas-Fas Ligando [64-65]. Sin embargo, también se ha demostrado
gue la sola induccién de esta respuesta no es suficiente para la resolucién
completa de la enfermedad, ya que varios estudios clinicos y ensayos de
laboratorios también han determinado que la respuesta inmunitaria mediada por
anticuerpos es de gran importancia en la proteccion contra la reinfeccion del virus

de influenza [66].

En humanos, los anticuerpos contra VIA se pueden observar tanto en suero
como en las secreciones respiratorias, de 3 a 5 dias después de la infeccidon
primaria. Se ha observado que la cinética de la respuesta de anticuerpos es
consistente con la participacion en la resolucion de la enfermedad en el hospedero
inmunocompetente [67-68]. Estos anticuerpos se encuentran sistémicamente en el
suero, debido a las células secretoras de anticuerpos (CSA) en los ganglios
linfaticos, las cuales son detectables en estos organos a partir del dia 4 a 5

después de la infeccién [69]. También pueden encontrarse localmente cuando el
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virus es reconocido por las CPA de la submucosa de las vias aéreas, donde son
detectables en tejido asociado a tracto respiratorio de 5-7 dias después de la
infeccidn y alcanzan su pico entre los dias 10 y 20. Se cree que estos anticuerpos
pueden contribuir al control de la infeccion después de su transcitosis al espacio
intersticial extravascular del tracto respiratorio por transporte activo a través de la
membrana basal de las células epiteliales mediado por receptores poliméricos de
inmunoglobulinas (plgR) [70]. La proteccion se atribuye principalmente a los
anticuerpos especificos para la hemaglutinina (HA). La inmunidad mediada por
anticuerpos dirigidos contra la neuroaminidasa (NA) es mas débil, y aunque no
previene la infeccion, puede suprimir la replicacion y por lo tanto reduce la
morbilidad y la mortalidad [71-72].

1.5. Epidemiologia de la influenza.

El impacto de la influenza ha sido reconocido desde hace siglos. Su
estacionalidad en climas templados ha permitido hacer estimados de mortalidad y
de morbilidad grave, como en el caso de hospitalizacion. La tasa de mortalidad
mas alta ocurre entre individuos de edad avanzada y en aquellos con
enfermedades subyacentes. Las hospitalizaciones a causa de influenza se
presentan en nifios pequefios y mujeres embarazadas. La morbilidad es mas dificil
de identificar y la confirmacion de laboratorio es necesaria para hacer estimados
mas precisos [73]. En las zonas templadas, la influenza es basicamente estacional.
En el hemisferio norte, puede haber virus que sean identificados en otras
temporadas del afio, pero los brotes raramente se presentan antes de noviembre.
Generalmente, los brotes dominados por el subtipo A (H3N2) comienzan
tempranamente, el subtipo HIN1 se encuentra presente durante toda la
temporada invernal mientras que el tipo B con frecuencia se presenta al término
de la estacidon [74]. El tratamiento se basa en medidas de sostén, y consta de
hidratacion (oral y/o parenteral). El uso de antivirales especificos, como el
oseltamivir y el zanamivir esta indicado en casos confirmados de influenza [75-76].
Para prevenir la infeccién por el virus de influenza, el método de eleccion es la

vacunacion durante el periodo invernal cada afo, ya que debido al fenbmeno de
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deriva genética, los virus de influenza mutan sus determinantes antigénicas lo que
provoca que los anticuerpos producidos por el organismo hospedero sean

ineficaces para combatir la infeccion causada por el virus mutado [77-78].

1.6. La primera pandemia de influenza del siglo XXI.

Un nuevo virus HIN1 de origen porcino emergié recientemente como la
primera pandemia de influenza del nuevo siglo, sin embargo, su naturaleza y
origen fueron inesperados. Este virus emergio de un virus porcino HIN1 adaptado
a la transmision humana sin que ocurriera un reacomodo genético con los virus de
influenza humana circulantes, lo que significa que los ochos segmentos génicos

del virus animal se adaptaron a la transmision humana [8-9].

En la fase inicial de la pandemia, el indice de mortalidad reportado en México
fue de 2% [79]. Sin embargo, mientras el virus se esparcia globalmente, quedé
claro que este virus HIN1 pandémico era de moderada gravedad y sus efectos no
son comparables con lo que se vio durante la zoonosis causada por el virus HSN1
aviar o por la pandemia de 1918 [26]. No obstante, el virus pandémico HIN1 no se
comporta como un virus estacional. La mortalidad reportada por la influenza
estacional se centra en la poblacién de edad avanzada principalmente [80], pero
este comportamiento no ocurre con el nuevo virus A (H1N1) 2009; ya que la
mayoria de las defunciones reportadas alrededor del mundo ocurrieron en

individuos con un intervalo de edad entre 20 y 40 afios [81-82].

El espectro clinico de la infeccion por el nuevo virus varia, incluyendo desde
una enfermedad respiratoria moderada de las vias altas sin presencia de fiebre
hasta el desarrollo de neumonia que puede facilitar la generacion del Sindrome
de Insuficiencia Respiratoria, asociada con graves dafios a pulmon, la falla
organica multiple y la muerte. Esta dltima situacion se observo en individuos

jovenes y sanos durante el periodo inicial de la pandemia [82-83].
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1.6.1. Caracteristicas clinicas y respuesta inmune.

El virus pandémico no posee ninguno de los factores de virulencia asociados
con los virus H5N1 o H1IN1 de 1918, por ejemplo: el residuo 627 de lisina o el 701
de asparagina en el gen PB2; el multiple motivo de aminoacidos basicos en el
péptido conector de la HA (HAy); la serina 66 en el gen PB1-F2 o el residuo acido
glutamico 92 en el gen NS1 [84]. Sin embargo, en los modelos animales (en
hurones, ratones y macacos) el virus causa una enfermedad mas severa y posee
una propension mayor que el virus estacional H1IN1, para infectar células
epiteliales alveolares [85-87]. Estos animales fueron infectados con virus H1IN1
pandémico o estacional, y se encontr6 que en el tracto respiratorio superior
poseian titulos virales comparables pero la replicacién viral en pulmones fue
mayor en los animales infectados con el virus pandémico. Los pulmones de
ratones infectados con el virus pandémico exponian un perfil marcado de
inducciéon de citocinas (IL-4, 1L-10, IFN-y) [85]. Los pulmones de los macacos
infectados contenian niveles mayores de quimiocinas MCP-1, MIP-1q, IL-6 e IL-18
gue los animales infectados con virus estacional [85]. Estos cambios pueden ser
un reflejo de una replicacion mas extensa del virus pandémico en los pulmones en
vez de tratarse de una posible propiedad intrinseca del virus de provocar una
respuesta inmune aberrante en el hospedero [88].

Recientemente se han publicado dos estudios sobre la respuesta inmunitaria
innata efectora ante el nuevo virus [89-90]. En el primero, en pacientes
hospitalizados después de 5 dias desde el inicio de los sintomas, se encontraron
niveles elevados de diversas citocinas y quimiocinas; como IP-10, MCP-1, MIP-1j3,
IFN-y respecto a pacientes con infeccion leve, ademas de un grupo de mediadores
involucrados en la polarizacién al fenotipo Thl7 (IL-8, IL-9, IL-17, IL-6) y Thl
(TNF-q, IL-15, IL-12p70) los cuales unicamente fueron hallados en los pacientes
hospitalizados [89]. En el otro trabajo, Osterlund, y colaboradores [90] estudiaron
la activacion de la respuesta inmune innata en células dendriticas (DCs) y
macrofagos infectados con el nuevo virus pandémico A (H1IN1) 2009 respecto a

los virus estacionales. Se encontré que todos los virus inducian débilmente la
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expresion de los genes de IFN-a/B, CXCL10, y TNF-a en DCs. Los interferones

secretados lograron inhibir la replicacion del virus pandémico. .

Poco se sabe aun acerca del nivel de inmunidad preexistente para el virus
pandémico A (H1N1) 2009 en humanos, uno de los factores determinantes para
la susceptibilidad al nuevo virus. Estudios preliminares sugieren que nifos
menores a 10 aflos pueden poseer baja 0 no preexistente inmunidad pero que los
adultos mayores de 60 afios podrian tener algun nivel de proteccion cruzada
hacia la cepa pandémica [91]. Hancock y colaboradores analizaron la extension de
los anticuerpos con reactividad cruzada contra la cepa HIN1 2009 que estaban
presentes en poblacion pediatrica adulta, y adultos mayores como resultado de
una infeccion previa por influenza o por vacunacion reciente con vacunas
estacionales con o sin adyuvantes. Esta vacunacion indujo poca o nula respuesta
de anticuerpos que cruzaran con el virus A (HLIN1) 2009. Las personas menores
de 30 afios poseian poca evidencia de reactividad cruzada contra el virus. Sin
embargo, una proporcion de adultos mayores (34%) presentd anticuerpos

preexistentes que mostraban una respuesta cruzada con el virus [92].

Hasta la fecha no se cuenta con suficiente evidencia sobre las respuestas de
linfocitos T CD4" y CD8" contra la infeccion por el virus pandémico. Unicamente se
ha reportado la presencia de linfopenia en alrededor del 60% de los individuos

infectados [83], especificamente de linfocitos cooperadores y citotoxicos [93].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante el pasado mes de abril de 2009 se desencadend una epidemia de
influenza en México. El agente etioldgico de la presente pandemia es un virus de
reciente aparicion que contiene genes de influenza humana, aviar y porcina que
en un principio recibié el nombre de virus de la influenza humana A (H1N1) 2009.
En nuestro pais este virus ha causado una enfermedad infecciosa de distribucion
pandémica y elevada transmisibilidad caracterizada por un cuadro inflamatorio
agudo y en ocasiones severo. Hasta la fecha, se registran mas de 900
defunciones en nuestro pais y alrededor del mundo suman méas de medio millén
de casos con al menos 13 mil defunciones. AUn no se conocen por completo los
aspectos clinicos, celulares y moleculares del fendmeno inflamatorio agudo en los

pacientes que padecieron esta enfermedad.
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JUSTIFICACION

El virus de influenza humana A (H1N1) 2009 ha producido la primera pandemia
de influenza del siglo XXI. A partir de las pandemias pasadas, se conoce que este
tipo de enfermedades presentan incrementos abruptos de morbilidad y mortalidad
de forma estacional, que duran unas semanas Yy luego ceden para reaparecer
meses después, en un lapso de uno a tres afios. Todavia se desconocen por
completo los aspectos clinicos, celulares y moleculares del fenébmeno inflamatorio
agudo en los pacientes infectados. Debido a lo anterior, es importante caracterizar
celular y molecularmente este fendomeno inflamatorio. Este hecho permitira
establecer criterios que permitan mejorar la atencion y proveer de un tratamiento

oportuno a los pacientes.

HIPOTESIS

Las poblaciones celulares de mononucleares de sangre periférica se
encuentran disminuidas, mientras que la expresion de algunos marcadores de
superficie de las mismas se incrementa en pacientes con infeccién por virus de
influenza pandémica A (H1N1) 2009, con respecto a pacientes con infeccion
respiratoria aguda diferente a la generada por el virus de la influenza pandémica y

a voluntarios sanos.
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OBJETIVO GENERAL

Describir los cambios en la distribucion de las poblaciones celulares y en la
expresion de ciertas moléculas de superficie en células mononucleares de
sangre periférica de sujetos infectados por el virus de influenza pandémica
A (HIN1) 2009 respecto a pacientes con infeccion respiratoria de etiologia
diferente al virus de la influenza pandémica y voluntarios sanos durante el
periodo de abril-mayo de 2009.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Describir la distribucion de las poblaciones de células mononucleares de

sangre periférica como monocitos y linfocitos en pacientes confirmados
para infeccion por virus de influenza pandémica A (H1N1) 2009 respecto a
pacientes con infeccion respiratoria de etiologia diferente al virus de la

influenza pandémica y voluntarios sanos.

Describir las diferencias en la expresion de CD69 y CD86 en linfocitos de
pacientes confirmados con infeccion por virus de influenza pandémica A
(HIN1) 2009 respecto a pacientes con infeccidon respiratoria de etiologia
diferente al virus de la influenza pandémica y voluntarios sanos.

Describir las diferencias en la expresion de TREM-1, HLA-DR y CD62L en
monocitos de pacientes confirmados con infeccién por virus de influenza
pandémica A (HIN1) 2009 respecto a pacientes con infeccidén respiratoria
de etiologia diferente al virus de la influenza pandémica y voluntarios sanos.
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MATERIALES Y METODOS
Disefio del estudio

Se realiz6 un estudio de casos y controles entre el grupo de pacientes con
influenza A (H1N1) confirmada positiva, el grupo con pacientes con infeccion
respiratoria de etiologia diferente al virus pandémico y el grupo control de

voluntarios sanos.
Universo de estudio

Pacientes que fueron ingresados al Servicio de Medicina Interna del Hospital de
Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda” del Centro Médico Nacional Siglo XXI
del IMSS (CMN S.XXI) durante el periodo del 23 de abril al 17 de mayo de 2009,
asi como voluntarios sanos, que incluyeron estudiantes de medicina y personal

diverso (capturistas y jubilados).
Criterios de Seleccion de sujetos

Los sujetos con infeccion respiratoria secundaria al virus de influenza A (HIN1) y
los pacientes con infeccion respiratoria de etiologia diferente al este virus [H1IN1(+)
y HIN1(-)] fueron diagnosticados e ingresados por el Servicio de Medicina Interna
del Hospital de Especialidades del CMN S.XXI y seleccionados de acuerdo al
resultado obtenido por la prueba rapida realizada in situ, asi como por la prueba
confirmatoria (Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Transcripcion Reversa,
RT-PCR) realizada por el Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos
(INDRE). Los sujetos control eran personas sin patologia clinicamente evidente y
fueron seleccionados al azar entre estudiantes de medicina y personal diverso
(capturistas y jubilados). Todos los sujetos se sometieron a los siguientes criterios

de seleccion.
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Criterios de Inclusion
* Mayores de 18 afios.
* Hombres y mujeres.
» Para el caso de pacientes:

0 Sospecha clinica de infeccion por virus de influenza por las siguientes
caracteristicas: inicio subito del cuadro clinico durante los 7 dias
previos a su ingreso, con 2 o mas de los siguientes sintomas: fiebre
mayor a 39 °C, cefalea intensa, mialgias, odinofagia, rinorrea, astenia,

insuficiencia respiratoria, nausea, vomito y/o diarrea.

Criterios de no Inclusiéon

» Sujetos que se rehusen a participar en el estudio.

Criterios de Exclusion
» Coagulacion o hemdalisis de la muestra sanguinea.

» Sujetos cuyos datos se extravien.
Sujetos de estudio

Los sujetos seleccionados para el presente estudio se distribuyeron en tres grupos.
Grupos de estudio; pacientes con diagnostico confirmatorio positivo de infeccién
por virus de influenza pandémica A (H1IN1) 2009 [H1IN1(+)], pacientes con
infeccion respiratoria de etiologia diferente al virus pandémico [H1N1(-)], y Grupo

control, sujetos clinicamente sanos.
Tamanfo de la muestra:

Debido a que el presente estudio tiene como propdsito estudiar el fendbmeno
inflamatorio agudo en pacientes afectados por un virus de reciente aparicion, se
determind realizar el estudio con el numero de pacientes que fueran hospitalizados
con un diagnostico probable de infeccion por virus de influenza dentro del periodo
inicial de la epidemia, y que posteriormente fuera confirmado por RT-PCR, entre el
23 de abril y el 17 de mayo de 2009. Esta cantidad se equiparé con un numero

proporcional de voluntarios sanos para el grupo control.

21|



Descripcion de Variables

Variables de control:
a) Diagnostico de infeccion por virus de la influenza humana
b) Dias de estancia entre aparicion de sintomas y toma de muestra.
c) Evolucién clinica.

Variables de estudio:
a) Inmunofenotipo.

Variables demograficas:
a) Edad.

b) Sexo.
Definicion operacional de las variables.

+ Variables de control:

1. Diagnostico de infeccion por virus de la influenza humana. Se trata de una
variable cualitativa nominal, que se expresa como diagnéstico definitivo o

negativo.

» Se consideré que el diagndstico era definitivo cuando ademas del cuadro
clinico descrito en los criterios de inclusion, se contaba con el resultado de

la prueba confirmatoria (RT-PCR), ya fuera positiva o negativa.

2. Dias de estancia entre aparicion de sintomas y toma de muestra. Es una

variable cuantitativa continua que se expresa en dias-calendario.

3. Evolucion clinica. Variable cualitativa ordinal que se define como mejoria,

agravamiento o muerte.
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* Variables de estudio:

1. Inmunofenotipo: Variables cuantitativas continuas que se expresan como
intensidad media de fluorescencia (IMF) o en porcentaje de células de la
poblacion total.

1..1.1. Proporcién de células CD14", junto con su expresién de TREM-1, HLA-
DRy CD62L.

1..1.2. Proporcién de células CD4", CD8" y CD3" asi como la expresion de las
moléculas CD69 y CD86.

» Variables demogréaficas:
1. Edad. Variable cuantitativa continua que se expresa en afios-calendario.

2. Sexo. Variable cuantitativa nominal que se expresa como femenino o

masculino

Consideraciones éticas.

El presente estudio se apega a los estandares éticos internacionales establecidos
en Helsinki y modificados en Tokio [94] y se desarrollé siguiendo los lineamientos
de las Buenas Practicas Clinicas [95].
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Inmunofenotipificacion de células mononucleares de sangre periférica
(CMSP).

De cada sujeto se obtuvieron 3.0 mL de sangre periférica por venopuncion
humeral con previa asepsia de la zona. La sangre se colecté en tubos estériles
gue contenian 1.8 mg de Ky;EDTA por mililitro (etilendiaminotetraacetato de

potasio) como anticoagulante.

Se colocé en una gradilla una serie de 3 tubos para citometria por cada muestra
(sangre periférica) a analizar. Se rotularon los tubos de la siguiente manera: AF-n,
T1-n Y T2-n. Donde “n”; correspondia a las iniciales del sujeto de estudio. Se
adicionaron los anticuerpos correspondientes en cada tubo con la ayuda de
micropipetas. Se agregaron 75 pL de sangre a cada tubo y se homogeneizaron
con ayuda de la micropipeta. Se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente
protegiendo a los tubos de la luz. Mientras, en otro tubo limpio, se realiz6 una
dilucion 1:10 de la solucion FLS (FACS Lysing Solution, BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) 10x con agua destilada, y se adicionaron 250 pyL a cada tubo. Se
incubaron de nuevo exactamente por 10 minutos a temperatura ambiente,
protegiendo de la luz. Posteriormente, se centrifugaron a 2500 rpm a 22 T por 5
min. Se decanto el sobrenadante por inversiéon del tubo, en un frasco de desechos,
golpeando ligeramente la parte inferior del tubo con ayuda del dedo indice, para
retirar la mayor cantidad de sobrenadante. Se afadieron 100 yL de PBS y se
resuspendid el botdn perfectamente con ayuda de la pipeta. Los tubos se
analizaron en el citometro de flujo FACSAria (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA).

Los anticuerpos monoclonales marcados con distintos fluorocromos fueron
utilizados para llevar a cabo una tincion de antigenos multiples. El anti-CD14
marcado con ficoeritrina-cianina Cy5 (PE-Cy5) clona M5E2, IgG2a de raton, K;

anti-HLA-DR marcado com aloficocianina-cianina Cy7 (APC-Cy7) clona M5EZ2,
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IgG2a de raton, k; anti-CD3 marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC)
clona HIT3, IgG2a de raton, k; anti-CD69 marcado com ficoeritrina (PE) clona
FN50, IgG1 de ratdn, k; anti-CD4 marcado con APC-Cy7 clona RPA-T4 IgG1 de
raton, k; y anti-CD86 marcado con PE-Cy5 clona 2331(FUN-1), IgG1 de raton,
fueron adquiridos de BD Biosciences Pharmingen (San Jose, CA, USA). El
anticuerpo monoclonal anti-CD8 marcado con PE-Cy7 clona 3B5, IgG2a de raton y
anti-CD62L marcado com APC clona Dreg-56, IgG1 de ratén fueron obtenidos de
Invitrogen (Invitrogen Co., Camarillo, CA, USA). El anticuerpo monoclonal anti-
TREM-1 marcado con PE fue obtenido de R&D Systems (Minneapolis, MN, USA,;
clona 193015, IgG1 de ratén).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos para las proporciones celulares y para la expresion de
moléculas de superficie se muestran como el valor de la media con un intervalo de
confianza del 95% o con el error estandar de la media, segun sea el caso; y se
evaluaron por medio de un analisis de varianza no paramétrico (prueba de
Kruskal-Wallis) mas una comparacién multiple a posteriori de Dunn entre todos los
grupos. Se utilizé el programa GraphPad Prism version 5.0, GraphPad Software

(San Diego California, USA). El valor de P < 0.05 se consideré como significativo.
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RESULTADOS
Sujetos analizados.

Se incluyeron un total 15 pacientes con pacientes con infeccion respiratoria de
etiologia probable por virus de influenza con un promedio de 5.1 + 1.4 dias entre la
aparicion del cuadro clinico y la toma de muestra, los cuales cumplieron con los
criterios de inclusion; todos ellos se encontraban hospitalizados al momento de la
toma de muestra y todos sobrevivieron a la infeccion. De estos pacientes, 9
resultaron positivos para la prueba confirmatoria por RT-PCR, y pasaron a formar
parte del grupo HIN1(+); y 6 tuvieron un resultado negativo e integraron al grupo
H1N1(-). Once individuos sanos accedieron a participar voluntariamente en el
estudio firmando la carta de consentimiento informado. En la Tabla 1 se muestra

los resultados demograficos de la poblacion estudiada.

Tabla 1. Datos demogréficos de pacientes con influenza y voluntarios sanos.

HIN1(+) HIN1(-) Sanos
Grupo
[n=9] [n=6] [n=11]
_ 38.2 45.2 30.8
Edad promedio en afios
) (19 -178) (29 — 49) (22 — 64)
(intervalo)
Femenino/Masculino
Sexo

4/5 2/4 7/4
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Seleccion de las poblaciones de células mononucleares de sangre periférica

por citometria de flujo.

Las poblaciones de células mononucleares de sangre periférica correspondientes
a linfocitos y monocitos se analizaron a partir del grafico de puntos obtenido para

cada tubo.

Los linfocitos fueron seleccionados de la region correspondiente a su tamafo y
granularidad, se identificaron las poblaciones de células CD3" y CD3". Los
linfocitos CD3" fueron clasificados en linfocitos T CD4" o CD8", dependiendo de la
expresion de estos correceptores; a partir de esta fenotipificacion, se analiz para
cada sub-poblacion, la expresion del marcador CD69. En el caso de la poblacién
de linfocitos CD3’, fue analizada la expresién de las moléculas CD69 y CD86

(Figura 1a).

Por tamafio y granularidad de un gréfico de puntos se seleccion6 la region
presuntiva para monocitos y se busco la expresion diferencial de CD14. Para el
andlisis se toman como monocitos aquellas células que expresan CD14"" para
excluir neutréfilos que expresan CD14°". Después de esta seleccion, se analizé la
expresion relativa de las moléculas de superficie TREM-1, HLA-DR y CD62L en
monocitos CD14"9" (Figura 1b).
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Figura 1. Seleccién de las poblaciones de células mononucleares de sangre periférica, a partir del
andlisis por citometria de flujo. Ejemplos de las plantillas utilizadas para el andlisis de las
poblaciones de CMSP. [a] Gré&fico de puntos e histograma para las poblaciones de linfocitos. [b]

Gréfico de puntos e histograma para monocitos cD14"".
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La proporcién de las poblaciones de linfocitos CD3 "y CD3 se invierten
mientras que la poblacibn de monocitos no se modifica en CMSP de

pacientes con influenza respecto a individuos sanos.

Se analizaron los cambios que ocurren en las poblaciones de linfocitos T, linfocitos
B y monocitos de los pacientes y voluntarios sanos. Los resultados indican que la
poblacién de linfocitos T (CD3") disminuye su cantidad de manera significativa (P
< 0.05) en ambos grupos de pacientes con influenza respecto a los voluntarios
sanos, fendmeno que se relaciona con la presencia de linfopenia. Sin embargo, no
existen diferencias entre los mismos grupos de pacientes (valor medio de 20.2 +
5.0 % para HIN1(+), 20.8 £ 7.8 % para HIN1(-) y 40.9 + 9.5 % para sanos),
(Figura 2a).

En el caso de los linfocitos CD3’, se observdO un comportamiento contrario al
manifestado en las poblaciones de linfocitos T del grupo de pacientes con prueba
confirmatoria para influenza pandémica, es decir, la cantidad de linfocitos CD3"
mostro un incremento significativo (P < 0.01) entre este grupo (61.5 +14.9 %) y los
voluntarios sanos (31.6 = 7.0 %); sin embargo, dentro de los pacientes HIN1(-) no
se incremento significativamente (45.3 £ 11.3 %) respecto a algun grupo (Figura
2b).

Adicionalmente, se analizé la proporcién de monocitos (células CD14™) en los
distintos grupos de estudio. No se observo una diferencia significativa en la
proporcion de estas células en pacientes HIN1(+) respecto a los demas grupos;
los valores de la mediaobtenidos fueron 12.6 £ 5.9 % para el grupo HIN1(+), 10.2
+ 2.1 % para pacientes HIN1(-) y 8.4 + 0.9 % para los voluntarios sanos (Figura
2c).
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Figura 2. La proporcién de las poblaciones de linfocitos T y B se invierten mientras que la poblacién
de monocitos no se modifica en células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de pacientes
con influenza. Se determind la proporcion de linfocitos T (CD3") [a], linfocitos B (CD3) [b] y
monocitos (CD14h') [c] en células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de pacientes con
diagnostico confirmatorio, HIN1(+) y negativo, HIN1(-) para infeccién por virus de influenza
pandémica A (HLN1) 2009 y de voluntarios sanos. Las barras representan los valores promedio y el
error estandar. Prueba estadistica de Kruskal-Wallis y comparacién a posteriori de Dunn (** P <
0.01).
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Las poblaciones de linfocitos T CD4 * y CD8" disminuyen en pacientes con

influenza respecto a voluntarios sanos.

A partir de la observacion de linfopenia en la poblacion de células T, se analizaron
las sub-poblaciones de linfocitos T (CD4" y CD8") con el fin de indagar si la
linfopenia era general o propia de alguna las sub-poblaciones. Los resultados
obtenidos muestran que hay una disminucion significativa en el porcentaje de
ambas sub-poblaciones de linfocitos T entre los grupos de pacientes con influenza
pandémica A (H1N1) 2009 con respecto a los voluntarios sanos, a los cuales les
corresponden los valores medios de 14.0 + 5.6 % y 61.4 + 5.5 % respectivamente
en el caso de linfocitos T CD4" (P < 0.001); para los linfocitos T CD8" fueron de
12.7 £ 5.5% [HIN1(+)] y 37.8 + 5.4 % (sanos). En el caso del grupo HIN1(-) se
observo diferencia significativa dentro de la sub-poblacién de linfocitos T CD4"
respecto a voluntarios sanos, cuyo valor fue de 23.0 £ 11.1 % (P < 0.05), sin
embargo, no hubo diferencia entre los grupos de pacientes con influenza (Figuras
3a, b).

Cao y colaboradores han reportado que un indice de linfocitos CD4:CD8 inferior a
1.4 es propio de linfopenia en pacientes infectados con virus de influenza
pandémica A (H1N1) 2009 [93]. En base a este antecedente, realizamos el calculo
de este indice y los resultados fueron de 0.8 £ 0.3 para los pacientes HIN1(+), 1.0
+ 0.5 para los HIN1(-) y 1.9 + 0.8 para los voluntarios sanos; se observd
diferencia significativa inicamente entre los grupos H1N1(+) y los sujetos sanos (P
< 0.05), el valor del indice comparado entre los pacientes HIN1(+) y HIN1(-) no

fue diferente (Figura 3c).

31|



1001

& 80 M
n
3 60 —yyvy
8 v;v
8 404 u
‘© |
<] °
2 - m
€ 201 °® .
- “.—.;. .
0 ry )
T T T
HIN1(+) HIN1(-) Sanos
Influenza
*%
60- [=-===-===-=--------------- 1
+ Yy
© 404 Y V¥
8 L4 ] M
= °
5 o —wg
e .
2 v
= [ ]
£ °
°®
C T T T
HIN1(+) HIN1(-) Sanos
Influenza
C *
=== =--==-------------------- i
2.59
"
[0}
[a)
Q 201 n v
h
g YyV
O 15 . v
= ° u v
s -
..‘3 1.0 . | v
c
=S °
.S 0.5 (XX} [ 1]
=)
£
0.0 T T T
HIN1(+) HIN1(-) Sanos

Influenza

Figura 3. Las poblaciones de linfocitos T CD4" y CD8" disminuyen en pacientes con
influenza. Se determind la proporcién de linfocitos TCD4" y TCD8" en células mononucleares
de sangre periférica (CMSP) de pacientes con diagnéstico confirmatorio positivo, HIN1(+) y
negativo HIN1(-) para infeccién por virus de influenza pandémica A (H1N1) 2009 y de
voluntarios sanos [a, b]. Ademas se calculd el indice de linfocitos CD4:CD8 para los mismos
grupos [c]. Las barras representan los valores promedio y el error estdndar. Prueba
estadistica de Kruskal-Wallis y comparacion a posteriori de Dunn (* P < 0.05, ** P < 0.01, ***
P < 0.001).
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La expresion relativa de la molécula de activacion temprana CD69 en las
poblaciones de linfocitos T de pacientes con influenza respecto a

voluntarios sanos.

Para conocer el estado de activacion que guardaban los linfocitos T se estudié la
expresion relativa de la molécula CD69 en células TCD4" y TCD8'. El
comportamiento observado en la expresion en los linfocitos TCD4'CD69" no
mostrd diferencias significativas entre ninguno de los grupos de estudio (sus
valores medios fueron 31.2 + 7.3 % para HIN1(+), 32.1 £ 11.3 % para HIN1(-) y
40.3 £ 16.7 % para sujetos sanos (Figura 4a).

En lo que respecta a los linfocitos TCD8", se observd de manera clara y
significativa que la expresion de CD69 disminuia entre ambos grupos de pacientes
con influenza [HIN1(+), 22.8 £ 11.3 % y H1N1(-), 26.0 + 10.5 %] respecto a los
voluntarios sanos (81.7 + 15.1 %) (P < 0.001 para HIN1(+) y P < 0.05 para HIN1(-
), respectivamente), sin embargo, entre los mismos grupos de pacientes, no se
observo diferencia significativa (Figura 4Db).
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Figura 4. La expresion relativa de la molécula de activacion temprana CD69 disminuye en
las poblaciones de linfocitos T de pacientes con influenza. Se determiné la proporcion de
linfocitos TCD4" y TCD8" que expresaban la molécula CD69 en células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) de pacientes con diagnéstico confirmatorio positivo, HIN1(+) y
negativo HIN1(-) para infeccién por virus de influenza pandémica A (H1N1) 2009 y de
voluntarios sanos [a, b]. Las barras representan los valores promedio y el error estandar.
Prueba estadistica de Kruskal-Wallis y comparacion a posteriori de Dunn (* P < 0.05, , *** P <
0.001).
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Linfocitos CD3 ~ CD69" (%)

El porcentaje de linfocitos CD3 ~ que expresan la molécula CD69 no se
modifica, mientras que la expresion de CD86 se incrementa en pacientes

con influenza respecto a individuos sanos.

Se realiz6 un analisis similar al llevado a cabo en células T para la poblacion de
linfocitos CD3" que expresaban la molécula CD69 (CD3'CD69); se observo un
comportamiento similar al mostrado por los linfocitos TCD4", es decir, no hubo
diferencia significativa entre alguno de los grupos de estudio; los valores obtenidos
fueron 31.0+ 11.5 % en HIN1(+); 39.8 £ 11.3 % para HIN1(-) y 25.4 + 8.1 % para
el caso de los sanos (Figura 5a).

Dentro de la poblacién de linfocitos CD3" se estudié la expresion relativa de la
molécula de co-estimulacion CD86. Los resultados muestran que la intensidad
media de fluorescencia (IMF) para la expresion relativa de CD86, se incrementaba
significativamente en ambos grupos de pacientes enfermos respecto a los
voluntarios sanos, aunque no hay diferencias entre los mismos grupos de
pacientes enfermos (P < 0.001 y P < 0.01). Los valores de la media obtenidos
fueron 2634.0 + 649.4 para HIN1(+), 2227.8 + 398.8 para H1N1(-) y 686.8 + 208.5
para los voluntarios sanos (Figura 5b).
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Figura 5. El porcentaje de linfocitos CD3™ que expresan la molécula CD69 no se modifica,
mientras que la expresion de CD86 se incrementa en de pacientes con influenza. Se determind la
proporcion de linfocitos CD3  que expresaban CD69 en células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) de pacientes con diagnostico confirmatorio positivo HIN1(+) y negativo HIN1(-
) para infeccion por virus de influenza pandémica A (HLN1) 2009, asi como de voluntarios sanos
[a]. También se estudi6 la expresion relativa de la molécula CD86 en linfocitos CD3™ [b]. IMF =
Intensidad Media de Fluorescencia. Las barras representan los valores promedio y el error

estandar. Prueba estadistica de Kruskal-Wallis y comparacion a posteriori de Dunn (** P < 0.01.
**k D < N NN1Y
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La expresion de moléculas de superficie involucradas en la respuesta
inflamatoria (HLA-DR, TREM-1 y CD62L) en monocitos de pacientes con

influenza es variable.

Se estudi6 la expresién de moléculas en la superficie de monocitos (CD14™) en los
sujetos de estudio. Los resultados obtenidos fueron heterogéneos; en el caso de la
expresion de TREM-1, ésta se reporté como intensidad media de fluorescencia
(IMF) de acuerdo a lo referido en la literatura [39-40], el resultado obtenido no
mostro la presencia de alguna diferencia significativa en la expresion relativa de la
molécula entre alguno de los grupos de estudio respecto a sujetos sanos; sus
valores de IMF fueron: 3108.2 + 728.8 para H1N1(+), 1329.8 + 1064.0 y 3456.4 *
1678.7 (sanos) (figura 6a).

Los monocitos de pacientes con resultado confirmatorio para A HI1IN1 2009
expresan la molécula HLA-DR (CD14"HLA-DR') en wuna proporcién
significativamente mayor que la expresion en voluntarios sanos. No obstante, no
se presenta esta diferencia entre el grupo HIN1(-) y el grupo de sanos ni se
observa tampoco entre los dos grupos de pacientes enfermos. Los valores
obtenidos fueron 95.4 + 1.7 % para HIN1(+), 95.8 + 2.3 % paraH1N1(-) y 51.7 +
18.2 % (sanos) (Figura 6b).

Finalmente, se analiz6 la expresion relativa de CD62L en monocitos, sin embargo,
no se observaron diferencias significativas entre alguno de los distintos grupos de
estudio; los valores de la intensidad media de fluorescencia (IMF) fueron: 6683.0
3537.0 para H1IN1(+), 6480.3 + 3869.5 (H1N1-) y 5824.3 + 1688.2 (sanos) (Figura
6¢).
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Figura 6. La expresién de moléculas de superficie involucradas en la respuesta inflamatoria
(HLA-DR, TREM-1 y CD62L) en monocitos de pacientes con influenza es variable. Se
determind la expresion relativa de los moléculas de superficie TREM-1 [a], HLA-DR [b] y
CD62L [c] en monocitos (CD14h') de pacientes con diagnéstico confirmatorio positivo HIN1(+)
y negativo HIN1(-) para infeccién por virus de influenza pandémica A (H1N1) 2009, asi como
de voluntarios sanos. IMF = Intensidad Media de Fluorescencia. Las barras representan los
valores promedio y el error estdndar. Prueba estadistica de Kruskal-Wallis y comparaciéon a
posteriori de Dunn (* P < 0.05).
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DISCUSION

La influenza es una infeccion contagiosa de origen viral considerada una de
las causas méas importantes de infecciones de las vias respiratorias. El virus de la
influenza A se caracteriza por causar una enfermedad que va de moderada a
grave; y cuando ocurren variaciones antigénicas mayores se forman nuevos
subtipos de influenza ante las cuales no existe inmunidad previa en la poblacion y
son las que se asocian a pandemias tal como la que acontece en la actualidad,

causada por el virus pandémico A (H1IN1) 2009.

Cuando se emiti6 la alerta sanitaria el 17 de abril, se esparcié en la poblacion
un estado de panico, y cualquier enfermedad respiratoria parecida a influenza era
motivo para acudir a recibir atencion médica, lo que provoco la saturacion de los
servicios de salud. Los pacientes con sospecha de enfermedad respiratoria
semejante a influenza eran ingresados, y la toma de muestra se enfocaba
principalmente al diagnostico confirmatorio de la infeccién a partir de un exudado
faringeo. No obstante, el desconocimiento de la virulencia y del peligro de este
nuevo virus provoco preocupacion dentro los médicos encargados de la toma de
muestra, de tal manera que reunir el nimero de muestras planeadas fue una labor
ardua y compleja de lograr. Sin embargo, se logréo el acceso a individuos
infectados y se les tomd una muestra sanguinea para analizar la respuesta
inmune que estaban montando contra la infeccién por el nuevo virus. Asi, se
procedio al analisis de las muestras obtenidas de pacientes ingresados al Hospital
durante el periodo inicial de la pandemia actual. Tomando en cuenta que nuestro
pais, fue la principal nacion afectada durante el inicio de la pandemia, era
imperativo generar rapidamente un conocimiento sobre la respuesta inflamatoria
provocada por la infeccion viral; este fue el objetivo primordial de nuestro grupo de

investigacion.

Los resultados obtenidos revelan la presencia una disminucién generalizada
de las poblaciones de células T, especificamente en las sub-poblaciones TCD4" y
TCDS8". Se tiene documentado que una caracteristica importante en la mayor parte

de los casos de pacientes infectados por el virus de influenza A, es la presencia de
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linfopenia transitoria [83, 93, 96]. Este fendbmeno se ha observado con mayor
frecuencia durante la infeccién producida por el virus H5N1 de influenza aviar,
donde la linfopenia en presencia de fiebre se ha asociado a un prondstico
desfavorable [63]; sin embargo, estas variaciones transitorias son similares a las
observadas en los casos de influenza estacional. Recientemente, entre los
primeros reportes surgidos acerca de las caracteristicas clinicas de la infeccion
por el nuevo virus de influenza pandémica A (H1N1) 2009, la linfopenia se
encontraba dentro del cuadro clinico en aproximadamente el 60% de los pacientes
[83, 93, 97], la cual se mantiene alrededor de 3 a 6 dias después de la aparicion
de los primeros sintomas [93]. En el caso de los pacientes que participaron en
nuestro estudio, el numero de dias comprendidos entre el inicio del cuadro, hasta
la toma de muestra fue de 5.1 + 1.4 dias, valor que correlaciona con lo reportado
en la literatura y que resulta crucial para comprender el estado que guardaban las

diferentes poblaciones de CMSP al momento de analizarlas.

Hasta la fecha no se ha logrado identificar con certeza el conjunto de causas
gue provocan la aparicion de la linfopenia transitoria durante la infeccién por virus
de influenza. Algunos reportes muestran que los virus de influenza A y B inducen
apoptosis en una variedad de tipos celulares in vitro e in vivo (por ejemplo, en
macrofagos o en la linea celular de linfocitos aviares RP9 [98-100]). Se piensa que
la apoptosis forma parte del mecanismo de defensa por parte del hospedero ante
la infeccidn y que la sefalizacion por la interaccién de Fas-FasL juega un papel
preponderante dentro de los mecanismos que regulan la poblacidn de linfocitos, ya
gue la union de Fas con su ligando, generalmente expresado en linfocitos T
citotoxicos, induce apoptosis en las células infectadas [101]; se cree que este
mecanismo limita la replicacion viral, aunque también se ha reportado que el virus
de influenza supera este obstaculo multiplicandose rapidamente antes de que se
induzca la apoptosis [102]. Sin embargo, existe evidencia de que la induccion de
apoptosis es esencial para la replicacion y la propagacion del virus [103], ademas
gue la sintesis eficiente de mRNA viral también se ha tratado de correlacionar con

la induccion de apoptosis [104].
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El aumento observado en la proporcion de linfocitos CD3™ podria ser un simple
efecto numeérico producido por la disminucién en la proporcion de células T
analizadas y no necesariamente que esté ocurriendo un fenédmeno de linfopoyesis.
Sin embargo, dentro de la poblacion de linfocitos CD3" se encuentran a las células
NK [105] y los linfocitos B; y aunque se ha reportado que el virus de influenza
provoca también la apoptosis de las NK [106], nosotros observamos que en
conjunto con los linfocitos B se incrementaban. No obstante, recientemente se
publicé un trabajo donde se analiza el efecto de la infeccion del nuevo virus de
influenza sobre células del sistema inmune, lo que observa en linfocitos B es una
disminucion en la cuenta de células en pacientes con influenza pandémica y
pacientes sospechosos de influenza, tal y como se tiene reportado en la literatura.
Sin embargo, el nimero de linfocitos B comienza a incrementarse 48 horas
después de la primera toma de muestra lo que los autores sugieren como un signo

de mejoria [97].

Debido a que las proporciones de células TCD4" y TCD8" se observaron
disminuidas entre los pacientes con influenza respecto a los sanos, se esperaria
gue mostraran un comportamiento semejante en cuanto a su estado de activacion
durante el curso de la infeccién. Una molécula de superficie que es inducida justo
después de la activacion de linfocitos T y B es CD69, un receptor que se
encuentra relacionado dentro del proceso de proliferacion [61]. Se ha observado
gue la expresion de la molécula CD69 en linfocitos T y B activados in vitro se
manifiesta en un tiempo de 1 a 2 horas después de la estimulacion inicial, lo que
sugiere que este receptor esta involucrado en mejorar la activacion [57], ademas
se ha reportado que al utilizar anticuerpos monoclonales contra el receptor, se
estimula la produccién de IL-2 que induce un aumento en la proliferacion de
linfocitos T [58]. El hecho de que la expresion de CD69 en linfocitos TCD4" en
sangre periférica fuera constante en todos los grupos de estudio no significa que
estos linfocitos no estén ejerciendo sus funciones dentro de la respuesta inmune
adquirida que se monta contra el virus, sino que no estan siendo activados a tal
grado que pueda ser observados a nivel sistémico. La muestra de sangre

periférica que se esta analizando, solamente nos refleja la gravedad del fen6meno
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inflamatorio que esta ocurriendo sistémicamente mas no en el tracto respiratorio;
hallazgos mas reveladores podrian encontrarse en el sitio de infeccion activa,
como en los alveolos o en los ganglios linfaticos cercanos a este sitio; donde seria
mas probable encontrar linfocitos T cooperadores activados que expresarian
diferencialmente a CD69 entre sujetos sanos y enfermos [62]. En lo que respecta
a la respuesta de linfocitos TCD8", el hecho de que disminuyera la proporcion de
estas células, asi como el porcentaje de éstas que expresan CD69 en los
pacientes con influenza respecto a sanos, podria estar relacionado con el papel
primordial de los linfocitos T citotoxicos como efectores que estarian participando
directamente en el sitio de infeccion ejerciendo su actividad citolitica en células
infectadas, por lo que estarian infiltrandose dentro del tejido respiratorio lo cual
disminuiria su cantidad en circulacién; el hecho que la expresion de CD69 esté por

debajo de los controles sanos, pude deberse a que [65].

Entre las moléculas co-estimuladoras fundamentales se encuentran CD80 y
CD86. Estos receptores se expresan en las APCs y su numero en la superficie
aumenta rapidamente debido a la presencia de sefales causadas directamente
por el antigeno o por sefiales inflamatorias que permiten mejorar la interaccién con
CD28 o CTLA-4 expresados en linfocitos T [62]. EI aumento en la expresion de
CD86, puede deberse en particular a la secrecién ciertas citocinas, como
interferones tipo | (IFN-a/B) entre otros, los cuales ejercen un papel importante en
promover el estado antiviral [16]; estas afirmaciones parten de la observacion que
en el modelo de raton de infeccion por virus de influenza se presenta un fenémeno
no sistémico, localizado en los ganglios linfaticos mediastinales donde se observa
un incremento en la expresion relativa de CD69 y CD86 en linfocitos B que ocurre
dentro de las primeras 24 a 48 horas después de la infeccion y que depende
directamente de las sefiales mediadas por el receptor de interferon tipo | (IFNR)
[62].

Giamarellos-Bourboulis y colaboradores, han reportado que la poblacion de
monocitos se incrementa en pacientes con influenza pandémica A (HIN1) en

comparacion a los sujetos sanos [97]. Este resultado no se observd en nuestro
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universo de estudio. Los dias transcurridos en el caso de la infeccion de los
pacientes (5.1 £ 1.4 dias), pudieron haber sido suficientes para permitir que la
mayoria de los monocitos circulantes que se podrian encontrar incrementados al
inicio, hayan sido reclutados hacia los sitios de infeccion para continuar con su
diferenciacion hacia macréfagos o células dendriticas en los tejidos [49, 107], por
lo que no se lograria observar en circulacion periférica una diferencia en la

poblacion de estas células.

La expresion deTREM-1,receptor involucrado directamente en la potenciacion
de la respuesta inflamatoria en monocitos no se modifica en nuestros pacientes, o
cual implicaria que este receptor no esta potenciando la produccion de
mediadores inflamatorios.. Sin embargo, el tiempo al cual se alcanza la maxima
expresion del marcador en monocitos debe ser en la fase temprana de la
respuesta inflamatoria aguda, la cual alrededor del dia 5 post-inicio puede
considerarse como la fase tardia de la misma y no se esperaria encontrar células
mieloides expresando este marcador, al menos no en sangre periférica. No
obstante, dado que la expresion de la molécula en monocitos no se observa al dia
5, no hay que olvidar que TREM-1 posee una forma soluble (sSTREM-1), el cual ya
ha sido reportado como biomarcador para el diagnéstico de neumonia [108] y

podria tomarse en consideracion.

La disminucién en la expresion relativa de HLA-DR es un fendbmeno que se
observa en pacientes con CARS (Compensatory Anti-inflammatory Response
Syndrome, o Sindrome de Respuesta Sistémica Compensatoria). En varias
ocasiones se ha tratado de utilizar al HLA-DR como un marcador pronéstico de la
evolucion de los pacientes, sin embargo, los resultados no han sido tan
alentadores concluyentes [109]. Los pacientes con influenza de nuestro estudio
incrementaron la expresion de este marcador en sus monocitos, sin embargo,

ninguno de ellos fallecio.

La molécula CD62L o L-selectina es una molécula de adhesion que juega un
papel importante en el proceso de unién y sucesivo rodamiento de los leucocitos

sobre las células endoteliales, facilitando su migracion hacia sitios de inflamacion
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[110]; la expresion relativa de la L-selectina indica que los monocitos que se
encuentran en circulacién hasta el dia 5 en promedio post-inicio de sintomas, ya
no estarian contribuyendo adicionalmente al fendmeno inflamatorio local (en

pulman) por lo que no seria necesario reclutar mas monocitos a este sitio.

Considerando que la toma de muestra se realizé en promedio 5 dias después
del inicio de sintomas, nuestros resultados sugieren que tanto el aumento en la
expresion relativa de HLA-DR como el hecho de que no se observaron
modificaciones en la expresion relativa de TREM-1 y CD62L en monocitos,
podrian estar asociados con buen prondéstico ya que ninguno de los pacientes
falleci6. No obstante, un aspecto que deberia analizarse también, es la
determinacion de estos biomarcadores en la zona de infeccidn para analizar su
posible presencia asi como la expresion de los mismos en las distintas células que

se infiltran por el analisis de lavados bronquioalveolares.

En resumen, el hecho de que exista una linfopenia de células T en general
aunando a que la activacion de los linfocitos T citotoxicos se encuentre disminuida
puede influir terminantemente en que la infeccion sea resuelta exitosamente.
También no se debe pasar por alto la funcibn que realizan las células NK
auxiliando en la eliminacién de células infectadas que no expresan moléculas de
MHC clase | en las que ha reportado también la induccion de apoptosis causada
por el virus [111]. Se debe estar consciente que existen otros mecanismos para
combatir la infeccién que se estan llevando a cabo simultaneamente, por ejemplo,
la secrecion de quimiocinas y citocinas pro-inflamatorias en el tejido dafiado. Entre
estos mediadores solubles, se encuentran algunos de caracter antiviral, como los
interferones tipo |, que estan jugando un papel muy importante en el combate a la
infeccion [14]. Por otra parte, el papel de los anticuerpos es primordial en la
proteccion contra la infeccion ya que los titulos de anticuerpos correlacionan con el
nivel de proteccion para la evaluacion de las vacunas convencionales [71], por lo
gue conocer la respuesta de anticuerpos que montaron los pacientes de nuestro

estudio contra este nuevo virus es crucial para elucidar como es el
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comportamiento de la respuesta de anticuerpos durante la infeccion por el virus de
influenza pandémica A (H1IN1) 2009.

Finalmente, este trabajo constituye un ejemplo dentro de la importancia que
tiene la ciencia en la resolucién de problemas sociales, en este caso de salud
publica, el cual que requeria de atencion inmediata y de la generacién de
conocimiento alrededor del fendmeno del que estdbamos siendo testigos
presenciales y el cual estaba ocurriendo en nuestro pais y al cual nuestro grupo de
investigacion decidio estudiar. Este estudio también es una fraccion de una labor
conjunta en la cual se trata de caracterizar el fendmeno inflamatorio ante la
infeccién con este nuevo virus, la respuesta de anticuerpos montada por estos
pacientes asi como la seroprevalencia en poblacion mexicana antes y después de
la epidemia [112-113].
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CONCLUSIONES

Las caracteristicas fenotipicas analizadas en las poblaciones de células
mononucleares de sangre periférica de pacientes infectados con el nuevo virus de
influenza pandémico A (H1N1) 2009, no son distintas a aquellas observadas en
individuos con infeccion respiratoria de etiologia diferente al virus pandémico.
Aunque se sabe que el virus pandémico es antigénicamente distinto a los virus
estacionales, la respuesta inflamatoria aguda celular montada por el organismo
ante la infeccion por el nuevo virus es practicamente idéntica a la que se llevaria a

cabo durante una infeccion provocada por los virus de influenza estacionales.
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