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2. RESUMEN

En abril de 2009, surgié una pandemia cuyo agente causal fue un virus de
influenza A H1N1 de origen porcino con epicentro en México. La OMS la catalog6
como la primera pandemia del siglo XXI. Hasta el 11 de enero de 2010, segun
informacion proporcionada por la Secretaria de Salud, se han reportado 69 071

casos confirmados y 896 defunciones en toda la republica.

La genética de los virus de influenza permite que haya cambios antigénicos en su
estructura, originando asi virus con propiedades antigénicas diferentes, para los
cuales los seres humanos no poseemos inmunidad previa. Se desconocen
muchos aspectos del nuevo virus causante esta pandemia de influenza,
incluyendo la respuesta inmune que se induce ante él. Es por esto que en el
presente trabajo se evalud la respuesta de anticuerpos en pacientes infectados
con virus de influenza A (HLIN1) durante el periodo 2009 de la pandemia. Esto se
realizé a través de un estudio clinico longitudinal de casos y controles. El universo
de trabajo fueron todos los pacientes con sospecha de infeccién por virus de la
influenza humana que ingresaron al area de hospitalizacion del servicio de
Medicina Interna del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo
XXI'y del Hospital General “Dr. Carlos MacGregor Sanchez Navarro” del IMSS en
el Distrito Federal, durante el periodo comprendido del 30 de abril al 6 de
diciembre del afio 2009. Se encontr6 que estos pacientes presentaron titulos
detectables de anticuerpos contra el virus de influenza pandémico
A/México/4482/2009, mientras que en los individuos sanos no se detectaron
titulos. Por otra parte, los mismos pacientes e individuos sanos presentaron titulos
de anticuerpos contra otras cepas de influenza porcinas A H1N1l/lowa y
H3N2/Texas, no encontrandose diferencia en los titulos contra estos virus en
ambos grupos. Estos resultados indican que los anticuerpos detectados en los
pacientes podrian estar participando en la resolucion de la enfermedad, y que a
pesar de que los titulos contra estos virus son altos, asi como la identidad entre
las cepas porcina H1IN1l/lowa y A(H1N1) 2009, estos anticuerpos no fueron

protectores contra la infeccion.



3. MARCO TEORICO
3.1. Biologia del virus de influenza A.

La influenza es una enfermedad muy comun con grados variables de mortalidad
[1]. El agente etioldgico es el virus de influenza, el cual infecta células epiteliales
del tracto respiratorio. Existen tres tipos de virus de influenza: A, B y C. Los tres
pertenecen a la familia Orthomyxoviridae. Sin embargo, sélo los tipos A y B son

patdgenos para el humano[2].

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
y se clasifican en funcion de 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 encontrado 16 tipos de
HA y 9 tipos de NA. La nomenclatura estandar de los virus de influenza se
construyen con el tipo de virus; la especie en la cual fue aislado (s6lo si no es
humano); lugar geografico en el cual fue aislado, nimero de aislamiento, afio de
aislamiento y, s6lo para los virus de influenza, el subtipo de HA y NA, por ejemplo,
A/California/04/2009]3].

3.2.  Estructura del virus de influenza A.
La forma de los virus de influenza es pleomdrfica, y miden desde 100 nm en la
estructura esférica, hasta 300 nm en su estructura filamentosa. El viribn de
influenza A proyecta espigas de HA y NA, a través de una membrana lipidica
proveniente de la célula del hospedador. Una pequefia cantidad de canales
iGnicos M2 atraviesan la envoltura de membrana. Debajo se encuentra la proteina
M1, la cual forma una matriz que encierra el nucleo del virion. Dentro de esta
matriz, se encuentran la proteina de exportacion 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). También se encuentra
la RNA polimerasa heterotrimérica dependiente de RNA, la cual estd compuesta
por tres subunidades, una acida (PA) y dos bésicas (PB1 y PB2). La estructura del

virus se esquematiza en la figura 1.



3.3. Estructura del genoma del virus de influenza A.

El genoma del virus de influenza A 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, éste segmento también codifica a una
proteina accesoria llamada PB1-F2, que tiene actividad pro-apoptética, 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 virus de
influenza A expresa la proteina antagonista de interferén, NS1, y por splicing
alternativo del RNA mensajero, la proteina de exportacion nuclear, la cual esti
involucrada en la exportacion del complejo de ribonucleoproteina del nacleo de la
célula huésped. Los extremos de cada segmento de RNAv forman una horquilla
helicoide, el cual es unido por el complejo heterotrimérico de RNA polimerasa,
mientras el resto del segmento esta cubierto con proteina nuclear, la cual es rica

en argininal4].

Los anticuerpos neutralizantes que se generan contra los sitios antigénicos de la
HA favorece que se acumulen mutaciones puntuales en estos sitios, originando
nuevas cepas con variaciones antigénicas que estan relacionadas a las cepas
circulantes durante epidemias previas[1l]. A este evento se le conoce como cambio

o “drift” antigénico y permite la evasion de la respuesta inmune por parte del virus.

Por otra parte, el genoma segmentado del virus de influenza permite cambios
antigénicos radicales (antigenic shift), en el cual una cepa de virus de influenza A
adquiere el segmento de HA, y probablemente de NA, proveniente de un virus de
influenza de diferente subtipo. Esta recombinacion puede ocurrir en células
infectadas con diferentes virus, animales y humanos. El resultado es un virus que
codifica proteinas antigénicas[5] completamente nuevas, contra las cuales no
existe inmunidad previa en los humanos y la reactividad cruzada de los

anticuerpos contra cepas relacionadas es casi nula. Asi es como surgen las



pandemias de influenza: el cambio antigénico genera nuevos virus para los cuales

los humanos son susceptibles e inmunoloégicamente virgenes[6-7].

Influenza A virus

—PB2 NA
— |[—rB1
—pA

RMA

HA

T—NP

RNP

Figura 1. Estructura del virus de influenza tipo A. Proteinas: HA, hemaglutinina; NA,
neuraminidasa; M, matriz, PB polimerasa basica; PA, polimerasa &cida; NP, nucleoproteina;
NS, No estructural; RNP, ribonucleoproteina. Modificado de Murphy, B.R. and Webster, R.G.
(1996) Orthomyxoviruses. In: Fields Virology.

3.4. Infeccion por el virus de influenza A.

El virus de la influenza reconoce residuos de acido sialico en la superficie de las
células del hospedador. Ya que estos residuos se encuentran en muchos
conjugados glicosilados, son ubicuos en muchas células y en muchas especies. El
carbono 2 del &cido sialico terminal se puede unir al carbono 3 o al carbono 6 de la
galactosa, formando uniones a-2,3 6 a-2,6. Los segundos son abundantes en las
células epiteliales de la trdquea en humanos. Dichos residuos son reconocidos por
las proyecciones de HA que tienen especificidad preferencial por residuos a-2,3 6
a-2,6. En el caso de virus que infectan humanos, la presencia de un residuo de
leucina en la posicion 226 favorece la union selectiva a residuos a-2,6[8]. El

proceso infectivo llevado a cabo por el monédmero precursor nativo, HAO, ocurre



con la uniéon de la HAO a los receptores celulares con &cido sidlico en su
superficie. Esto inicia la endocitosis y posterior formacion del endosoma. En el
proceso, los mondmeros HAO se asocian no covalentemente para formar
homotrimeros. La escision de la proteina HAO por proteasas celulares forma dos
subunidades, HA1 y HA2, lo que también provoca la exposicion del péptido de
Fusion (F) de HA2 en el extremo N-terminal. El bajo pH dentro del endosoma
activa cambios conformacionales en HA2, formando estructuras parecidas a
horquillas, las cuales jalan las membranas virales y celulares y las fusionan[2].
Esto permite que las RNPs virales sean liberadas hacia el citoplasma de la célula.
Esta liberacion estd precedida por la acidificacién 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 deshace las interacciones entre
proteinas, permitiendo el proceso de liberacion de las RNPs virales [9]. El RNA y
las proteinas responsables de la replicacion entran al nicleo de la célula huésped
dando lugar a la replicacion de los segmentos y a la produccion de las diferentes
proteinas en los ribosomas. Luego se produce el ensamblaje y la liberacion de
nuevos virus por gemacion vy lisis de las células infectadas. La NA hidroliza los
residuos de 4cido sialico presente en glicoconjugados celulares interviniendo en el
proceso de liberacidén de las particulas virales y favoreciendo su diseminacion[1,
10].

3.5. Respuesta inmune durante la infeccion con virus de influenza A.

Como se mencion6 antes, 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 reproduccion. Es aqui cuando el virus interactla con la respuesta inmune
del hospedero[11]. El sistema inmune innato es la primera 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 neutrofilos, al sitio de la infeccion. Entre las

citocinas que son inducidas, los interferones tipo | representan el mecanismo de



respuesta inmune innata mas efectivo contra la replicacion y propagacion del
VIA[12-14].

La respuesta inmune celular es estimulada por el reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patdgenos (Pathogen-associated molecular patterns,
PAMPs). Ejemplos de estos PAMPs presentes en el virus pueden ser acidos
nucleicos virales, como RNA de cadena sencilla con grupos trifosfato en la
posicion 5'. Estos PAMPs son reconocidos por los receptores de reconocimiento
de patron (PRR, Pattern Recognition Receptors). Se han reportado tres grupos de

PRRs gue juegan un papel importante en censar la infeccion por VIA.

El primer grupo corresponde a los TLRs. 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 sefales[15]. De estos, los TLRs 3, 7 y 8 son los mas importantes
durante el reconocimiento del virus. El TLR3 reconoce RNA de doble cadena, los
cuales pueden formarse en algiin momento durante el ciclo replicativo del virus en
el interior de la célula, 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[16].

Las helicasas de RNA, el gen inducible por &cido retinoico-l (RIG-1) y el gen
asociado a diferenciacion de melanoma 5 (MDA5)[17], también son PRRs que
forman parte del sistema de reconocimiento del VIA[18]. La sefalizacién a través
de estos receptores deriva en la unién del factor de transcripcion IRF-3 a su
correspondiente sitio de unién en la regiébn promotora del gen de IFNJ e inicia su
expresion posterior a la infeccién con VIA[19]. El IFNB secretado activa al receptor
de interferon tipo | en la misma célula que lo secreta e induce la activacion de
IFNa[20].

La familia de NLRs (Nod-like receptors) se caracterizan por su capacidad de
formar plataformas moleculares centrales, como lo inflamasomas, que permiten la

activacion de caspasas. En especial, el complejo NLRP3 forma un inflamasoma



activador de caspasa-1, la cual es capaz de procesar y activar a las pro-IL-1, pro-
IL-18 y pro-IL-33, produciendo IL-1B, IL-18 e IL-33, regulando asi la respuesta
inflamatoria[21].

La secrecion de interferones tipo | no sélo induce la transcripcion de genes con
actividad antiviral, sino que también activan a células dendriticas[22-24] y otras

células del sistema inmune, activando a la respuesta inmune adaptativa.

A pesar de que existe una serie de componentes de la respuesta innata que
intervienen en la resolucion de la infeccion por virus de influenza en individuos
inmunocompetentes, muchos autores consideran de gran importancia la
participacion de la respuesta inmune adaptativa mediada por linfocitos T
citotoxicos (Tc), ya que se ha demostrado que la resolucion de la infeccion
corresponde con un incremento en la respuesta de linfocitos Tc, y que dicha
respuesta puede detectarse en los pulmones del individuo infectado. Sin embargo,
también se ha demostrado que la sola induccion de esta respuesta no es
suficiente para la resolucion 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 resolucién de la

infeccion por virus de influenza[25].

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 infeccion 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[26-27]. Estos anticuerpos se encuentran en via sistémica en el
suero, debido a las células plasmaticas en los nédulos linfaticos, los cuales son
detectables en estos 6rganos a partir del dia 4 a 5 después de la infeccién[28].
También pueden encontrarse localmente cuando el virus es reconocido por las
células presentadoras de antigeno de la submucosa de las vias aéreas, donde
son detectables en tejido asociado a tracto respiratorio de 5-7 dias después de la
infeccién 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 (pIgR)[29-30].

La proteccién mediada por anticuerpos se atribuye principalmente a aquellos que
van dirigidos contra la hemaglutinina (HA). Se ha descrito que la inmunidad
mediada por anticuerpos dirigidos contra la neuroaminidasa (NA) es mas débil, y
aunque no previene la infeccion como es el caso de los anticuerpos anti HA,

puede suprimir la replicacion y por lo tanto reduce la morbilidad y la mortalidad[31].

El control de la infeccion mediada por anticuerpos puede funcionar por dos
mecanismos: impidiendo la diseminacién del virus y evitando su capacidad de
infectar otras células del hospedero o impidiendo la maduracion y la liberacion de
nuevos viriones a partir de las células infectadas. Los anticuerpos que actian de la
primera forma se conocen como nheutralizantes, pues tienen la capacidad de
neutralizar al virus (NV), mientras que los que median el segundo mecanismo de
accion se conocen como inhibidores de la propagacion (IP). La actividad NV es
mediada por anticuerpos especificos para HA que previenen la unién a la célula
hospedera o la fusion intraendosomal. Para esto, los anticuerpos deben unirse a
las determinantes antigénicas alrededor del sitio de union de la HA. La actividad
de estos anticuerpos suelen medirse mediante la prueba de inhibicién de la
hemoaglutinacion (IH). Los anticuerpos que se unen a sitios membranalmente
proximales al sitio de union al acido sialico muchas veces muestran muy poca o
ninguna actividad en las pruebas de IH. Sin embargo estos anticuerpos pueden

mostrar aun asi capacidad neutralizante, al inhibir la fusion intraendosomal[25].

Por otro lado los anticuerpos que muestran actividad IP, ejercen su funcion
durante el proceso del ensamblaje del virus en la membrana plasmatica. Las
proteinas virales transmembranales se acumulan en parches, de donde han sido
desplazadas las proteinas transmembranales endégenas, y se van formando los
viriones. El reconocimiento de estas proteinas por anticuerpos especificos produce

una reduccion en la liberacion de los viriones. Una vez que la respuesta inmune de



anticuerpos ha generado células B de memoria especificas, es de larga

duracion[32].

La importancia de la respuesta de anticuerpos en la resolucion de la infeccién por
virus de influenza puede apreciarse en el modelo del ratén, en el cual se ha visto
gue durante la infeccion primaria la recuperacion no ocurre en ausencia de la
respuesta de anticuerpos. En este estudio se detectd que existen dos fases en la
respuesta inmune. Una primera fase temprana caracterizada por un decremento
rapido en el titulo viral dependiente de linfocitos T, y una segunda fase tardia mas
prolongada dependiente de linfocitos B. Los ratones deficientes de linfocitos B
mostraron un curso bifasico de la infeccion con un decremento inicial del titulo viral
durante la primera fase, la cual fue seguida por un aumento paulatino durante la

segunda fase hasta que la muerte ocurrié[33].



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los meses de abril-mayo de 2009 se desencadend una epidemia de influenza
en México. El agente etiolégico de la presente epidemia es un virus de influenza
no detectado antes que contiene genes de influenza aviar y porcina denominado
virus de la influenza humana pandémica A(H1N1) 2009. En México, hasta el 4 de
enero de 2009 se han reportado 68 548 casos confirmados y 867 defunciones. La
mortalidad producida por este virus en México es particularmente alta comparada
con la observada en Estados Unidos. No se conocen las caracteristicas de la
respuesta de anticuerpos en contra del virus A(HLN1) 2009 durante el curso de la
infeccion, y si estos tienen algun papel en la resolucién de la misma. Por lo cual en
este estudio se evalud esta respuesta en pacientes infectados con el virus de
influenza humana pandémica A(H1N1) 2009 y en individuos sanos con ausencia
de infeccion, con el fin de estudiar la capacidad inmunogénica del virus y la
respuesta humoral, asi como el posible papel protector de los anticuerpos contra
el virus pandémico durante el curso de la infeccion. También se busco si la previa
exposicién con otros virus de influenza generd una respuesta de anticuerpos de

reactividad cruzada contra el nuevo virus pandémico.



4. JUSTIFICACION

En la historia de la humanidad se han registrado diferentes pandemias
ocasionadas por variantes de virus de la influenza, siendo la de 1918 la mas letal,
provocando alrededor de 40 millones de muertes, seguida por la de 1957 en Asia
y en 1968 en Hong Kong. Actualmente se ha desencadenado una pandemia
causada por el virus de influenza humana A(H1N1), que inici6 en México y en
donde ocupamos el segundo lugar mundial en nimero de muertes. Se sabe de
otras pandemias que este tipo de enfermedades presentan incrementos abruptos
de mortalidad y morbilidad de forma estacional y luego ceden para reaparecer
meses después, este comportamiento se presenta a lo largo de tres afios. Ya que
el agente causal de esta pandemia es un virus de influenza A con propiedades
antigénicas para las cuales no existe inmunidad preexistente en humanos, y
considerando los antecedentes de pandemias previas las cuales tuvieron
consecuencias graves, es importante conocer la capacidad inmunogénica del virus
asi como la capacidad del organismo de generar inmunidad, medida a través de la
induccion de anticuerpos, en pacientes durante el curso de la infeccion vy
descubrir el papel de estos en la resoluciéon de la enfermedad. También es
importante determinar si la exposicion previa con otros virus de influenza genera

proteccion cruzada contra el nuevo virus pandémico.



5. HIPOTESIS

El virus de influenza A/México/4482/2009(H1IN1) es altamente inmunogénico y
generard altos titulos de anticuerpos especificos. La exposicion previa con otros
virus de influenza generé una respuesta de anticuerpos cruzada de baja magnitud

contra el nuevo virus pandémico.



6. OBJETIVO GENERAL

Analizar la respuesta de anticuerpos contra el virus de influenza humana
A/México/4482/2009(H1N1) y determinar si la exposicion previa con otros virus de
influenza generd anticuerpos de reaccidén cruzada con capacidad protectora en
pacientes infectados durante el brote epidémico de influenza A(H1IN1) en el
periodo abril-mayo de 2009, cuya infeccion fue confirmada por RT-PCR en tiempo

real, asi como en individuos sanos que no presentaron la infeccion.

7. OBJETIVOS PARTICULARES

» Determinar el titulo de anticuerpos contra las cepas de virus de influenza
A/México/4482/2009(H1N1), A/Swine/lowa/00239/2004(H1N1) y
A/Swine/Texas/4199-2/98(H3N2) en el suero de pacientes con infeccién de
influenza A(H1N1) 2009 confirmada por RT-PCR en tiempo real (rRT-PCR)
como positivos 0 nhegativos, y en sueros control de individuos sanos
empleando la técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion.

» Identificar las posibles diferencias antigénicas entre las hemaglutininas de
las cepas de influenza A/México/4482/2009 y A/California/04/2009 a traves
de un alineamiento de secuencias.

» Predecir los epitopos para linfocitos B presentes en la hemaglutinina de las
cepas porcinas A/Swine/lowa/00239/2004(H1N1) y A/Swine/Texas/4199-
2/98(H3N2).

e Comparar los epitopos predichos del virus porcino H1N1/lowa contra la
cepa A/México/4482/2009(H1N1), y del virus porcino H3N2/Texas contra la
cepa vacunal estacional del periodo 2008-2009 A/Brisbane/10/2007(H3N2).



9. MATERIALES Y METODOS.

9.1.

Disefio general del estudio.

9.1.1 Disefio del estudio clinico: Estudio de casos y controles, observacional,

longitudinal.

9.1.2. Universo de Trabajo:

a. Casos: Todos los pacientes con sospecha de infeccion por virus de la

influenza humana que sean ingresados en el area de hospitalizacion del
servicio de Medicina Interna del Hospital de Especialidades del CMN
Siglo XXI y del Hospital General “Dr. Carlos MacGregor Sanchez
Navarro” del IMSS del 30 de abril al 6 de diciembre de 2009.

. Controles: Personas sin datos de infeccion en un rango de edad de 18 a

60 afos.

. Tamano de la muestra: Se realiz6 un muestreo No Probabilistico de

Casos Consecutivos, utilizando la incidencia del presente brote de 5,117
casos confirmados y considerando la poblacién actual de México de
105,000,000 de habitantes, nos da una incidencia de 0.00004%, lo cual
al utilizar la féormula general para variables cualitativas en estudios
observacionales N = 4Za2 P(1-P)/W2, nos da un tamafio de muestra de

por lo menos 37 pacientes por grupo

9.1.3. Criterios de Seleccién de la muestra:

9.1.3.1.

Criterios de Inclusion:

* Pacientes de cualquier edad.

» Cualquier sexo.

e Con sospecha clinica de infeccidén por el virus de la influenza humana en

base a los siguientes criterios: Inicio subito del cuadro clinico durante los 7

dias previos a su ingreso, con 2 o0 mas de los siguientes sintomas: fiebre

mayor a 39 °C de causa no explicada, cefalea intensa, mialgias, odinofagia,

rinorrea, letargo, dificultad respiratoria, nausea, vomito y/o diarrea.

* Prueba répida para influenza A.



9.1.3.2. Criterios de No Inclusion:
» Identificacidén de otra causa de los sintomas diferente a la infeccidén por virus
de la influenza humana, incluyendo cualquier infeccién viral o bacterianay a
cualquier nivel, al momento del ingreso del paciente.
9.1.3.3. Ciriterios de Exclusion:
 Identificacion de otra causa de los sintomas diferente a la infeccion por virus
de la influenza humana, incluyendo cualquier infeccién viral o bacterianay a

cualquier nivel en cualquier momento durante la hospitalizacion.

9.1.4. Variables.
9.1.4.1. Variables de estudio:
a) Diagnostico de infeccion por virus de la influenza humana por rRT-
PCR.
b) Titulo de anticuerpos contra virus de influenza
A/México/4482/2009(H1N1), A/Swine/lowa/00239/2004(H1IN1) vy
A/Swine/Texas/4199-2/98(H3N2).

9.1.4.2. Variables de respuesta:
a) Titulo de anticuerpos contra virus de influenza A/México/4482/2009(H1N1),
A/Swine/lowa/00239/2004(H1N1) y A/Swine/Texas/4199-2/98(H3N2).

9.1.4.3. Variables de control:
a) En el caso de pacientes, diagnostico confirmatorio de infeccion por virus de
influenza A(H1N1) 2009 por rRT-PCR, positivo o negativo.
b) En el caso de controles, ausencia sintomas de resfriado indicadores de

infeccion previa o en curso.

9.1.4.4. Variables demograficas:
a) Edad. Variable cuantitativa continua que se expresa en afos-calendario.
b) Sexo. Variable cuantitativa nominal que se expresa como femenino o

masculino.



9.2. Alineamiento de secuencias.

Dado que se contaba con la cepa de virus de influenza
A/México/4482/2009(H1N1), se procedio a realizar un analisis de secuencias entre
la  hemaglutinina de esta cepa <con la cepa de referencia
A/California/04/2009(H1N1) para evaluar si la identidad entre ellas era alta, de tal
manera que se pudiera emplear la cepa A/México/4482/2009(H1IN1) en la
determinacién de anticuerpos. Para esto, se accedi6 a la base de datos Protein del
Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica (National Center for

Biotechnology Information) en el portal www.ncbi.nlm.nih.gov/protein y se

descargaron las secuencias FASTA de aminoacidos correspondientes a las

hemaglutininas de ambas cepas.

El andlisis de secuencias lineal se realiz6 empleando el software MUSCLE v3.7
empleando el servidor en linea desde www.ebi.ac.uk/Tools/Muscle[34]. Las

estructuras tridimensionales se ordenaron al servidor ModWeb[35], con las cuales
se realizé un alineamiento por pares de la estructura tridimensional proteica

empleando la herramienta DaliLite.

9.3. Prediccion y analisis de conservacion de epitopos en las cepas de virus de
influenza porcinas A/Swine/lowa/00239/2004(H1N1) y A/Swine/Texas/4199-
2/98(H3N2).

Se accedi6 a la base de datos Protein del NCBI en el portal

www.ncbi.nlm.nih.gov/protein y se descargaron las secuencias FASTA de

aminoacidos correspondientes a las hemaglutininas de ambas cepas. Las
estructuras tridimensionales se ordenaron al servidor ModWeb. Con las
estructuras, se accedi6 a la Base de Datos de Epitopos y Recursos de Analisis[36]
(Immune Epitope Data Base and Analysis Resource) en la pagina web
www.immuneepitope.org y se predijeron los epitopos empleando la herramienta de

prediccidn de epitopos en linfocitos B llamada ElliPro[37]. Las secuencias de los

epitopos lineales fueron introducidas en la herramiento de Analisis de



Conservacion de Epitopos de la misma base de datos, comparandolos con la
secuencia de aminodcidos de la hemaglutinina de la cepa
A/México/4482/2009(H1N1) en el caso del virus porcino H1N1/lowa, y con la cepa
vacunal estacional A/Brisbane/10/2007(H3N2), en el caso del virus porcino
H3N2/Texas[34, 37-38]. En todo el documento, me referiré a la cepa
A/Swine/lowa/00239/2004(H1N1) como virus porcino H1N1l/lowa, y a la cepa
A/Swine/Texas/4199-2/98(H3N2) como virus porcino H3N2/Texas.

9.4. Obtencion y procesamiento de las muestras.

De los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion y de los controles,
se obtuvo una muestra a su ingreso, correspondiente a 5 mL de sangre en un tubo
sin aditivos para separacion de suero. El manejo de estas muestras biologicas se
realizé de acuerdo a lo descrito en el Manual de Bioseguridad de la UIMIQ, para lo
cual, se cuenta con un area con nivel de bioseguridad 2 plus, donde las muestras

se procesaron, se alicuotaron y criopreservaron a -70 °C hasta su analisis.

9.5. Propagacion y crecimiento del virus de influenza A/México/4482/2009
en embriones de pollo.

9.5.1. Obtencioén del cultivo semilla.

Para evitar el cambio antigénico inducido por la siembra consecutiva del mismo
virus, se procedid a realizar primero un cultivo semilla del virus. Para esto, se
emplearon embriones de pollo grado SPF (Specific Pathogen Free, Libres de
Patogenos Especificos) de 4 dias de edad. Primero, se realiz6 una ovoscopia para
establecer el sitio de inoculacion del virus. Posteriormente se desinfecto el sitio de
inoculacién con solucién de yodo-povidona al 10% y se agujere6 el cascarén
empleando una aguja calibre 18G. Los embriones se inocularon con 100 pyL 6 200
ML de suspension viral inicial. Los embriones inoculados se incubaron a 37 C
durante 72 horas. Al término de este tiempo, los embriones se refrigeraron a 4C
durante 4 horas y se procedié a la cosecha del virus. Para esto, se retiré la parte
apical de cada uno de los huevos con una tijera y se retird el liquido alantoides.

Todo el liquido se colectd en un tubo estéril de 50 mL. Por centrifugacion, se



separaron las células remanentes provenientes del embrién, y finalmente el
volumen final de liquido alantoides se reparti6 en alicuotas en tubos para
criopreservacion. Todo el procedimiento implicado con el uso del virus no
inactivado se realiz6 en una habitacibn con nivel de bioseguridad 3, en las
instalaciones del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM a cargo de

la D5ra. Clara Espitia Pinzén.
9.5.2. Propagacion del virus.

Para obtener el antigeno a emplear en las pruebas para determinar el titulo de
anticuerpos contra el virus, se realizd el mismo procedimiento descrito

anteriormente, partiendo de una alicuota de 4 mL obtenida del cultivo semilla.

Los virus porcinos A/Swine/lowa/00239/2004(H1IN1) y A/Swine/Texas/4199-
2/98(H3N2) fueron proporcionados por la empresa Avi-mex S.A. de C.V. Los lotes
de virus fueron propagados en embriones de pollo grado SPF de la misma forma
en la que se realiz6 con el virus A/México/4482/2009(H1N1). Los virus porcinos,
tanto para la titulacion del antigeno como durante el ensayo, se manipularon
siguiendo las Buenas Practicas de Laboratorio en las instalaciones del

departamento de investigacion en linea porcicola la empresa.

9.6. Determinacion del titulo de anticuerpos contra el virus de influenza
A/México/4482/2009(H1N1), A/Swine/lowa/00239/2004(H1N1) y
A/Swine/Texas/4199-2/98(H3N2) por inhibicion de la hemoaglutinacion.

9.6.1. Inactivacion y adsorcion de los sueros.

Con el fin de evitar lecturas inespecificas en el ensayo por proteinas del
complemento y hemaglutininas inespecificas presentes en el suero, se realizdé un
tratamiento previo a la muestra. Para esto, se colocaron 50 yL de suero de cada
uno de los pacientes y controles en una placa de 96 pozos para cultivo celular.
Esta placa se protegio con una cubierta adherente y se calenté a 56 C durante 30
minutos en un bafio maria. Posteriormente, se agregaron 100 pyL de suspensién

de caolin y 100 uL de eritrocitos de ave al 5%. La placa se almacené toda la noche



a 4 T. Finalmente, la placa se centrifugd a 2 500 rpm durante 10 minutos. El

sobrenadante obtenido en cada pozo fue empleado para el ensayo.
9.6.2. Titulacién del antigeno

Para iniciar con la técnica de inhibicion de la hemoaglutinaciéon, primero se titul6 el
virus (antigeno) a emplear. Para esto se colocaron 50 pyL de diluyente para el
antigeno (PBS) en cada uno de los 12 pozos en 4 filas (A, B, C y D) de una
microplaca de poliestireno con pozos con fondo en forma de “U”. Posteriormente
se agreg6 50 pL de antigeno en el pozo de las primeras tres filas. Se realizaron
diluciones logaritmicas base 2 seriadas de 1:2 a 1:4096 del antigeno,
homogeneizando el contenido del pozo por lo menos 6 veces. Se agreg6 50 uL de
la suspensién de eritrocitos de pollo al 0.5 % en PBS a cada pozo, se agito, se
cubrié la microplaca y se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos. A la
altima fila de pozos no se le agrego antigeno, por lo que funcioné como control de
eritrocitos. Se interpretd el resultado considerando la presencia o ausencia de
hemoaglutinacion. El punto final de la titulacion de antigeno se consider6 como la
dilucion mas alta del antigeno en la que se observe 100% de hemoaglutinacion
(Figura 2).
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Figura 1. Esquema de la técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion. Se muestra a detalle como

se observa en el pozo un resultado positivo y uno negativo.



9.6.3. Titulaciéon de los sueros.

Se colocaron 50 yL de PBS en una microplaca con pozos con fondo “U”. Se
afiadieron 50 yL de cada una de las muestras de suero en la columna A, en el
orden en que las muestras fueron identificadas. También se incluyé un control de
eritrocitos agregando soélo 50 pL de eritrocitos al 0.5% en una fila completa, en
cada una de las placas. Se mezclaron y se hicieron diluciones dobles seriadas de
1:10 hasta 1:20480. Posteriormente, se agregaron 50 uL de antigeno, previamente
ajustado a 8 UHA (Unidades Hemoaglutinantes) en 50 pL. Se cubrié la placa, se
agitd y se incubo6 a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se agregaron 50 pL
de suspension de eritrocitos al 0.5% en cada uno de los pozos. De nuevo, se
cubrid la placa, se agitd suavemente y se incubd a temperatura ambiente de 30 a
45 minutos, hasta que la sedimentacion en el control de eritrocitos se observara
bien delimitada. Se leyeron los resultados considerando positivo los pozos con un
aspecto similar al control de eritrocitos, ya que ocurrié una reaccion de inhibicién

de la hemoaglutinacion.
9.7. Analisis estadistico.

Debido a que los resultados de los titulos se encuentran expresados en base
logaritmica, se aplicé el calculo de media geométrica (MG). Para fines de éste
calculo, aquellas muestras cuyos titulos se detectaran como 0 en el ensayo, se les
asigno la mitad de la minima dilucién, es decir, 5. El analisis estadistico se realiz6
aplicando una prueba de ANOVA no paramétrica y se confirmd con la prueba de

Mann-Whitney.
9.8. Consideraciones éticas.

El protocolo, del cual este trabajo forma parte, se apegd a los estandares éticos
internacionales establecidos en Helsinki y modificados en Tokio[39] y se desarroll6
siguiendo los lineamientos de las Buenas Practicas Clinicas[40]. El proyecto fue
aprobado por la Comisién Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS proyecto

ndmero; 2010-785-002. De acuerdo con las recomendaciones del Comité de Etica,



se elimind la carta de consentimiento informado y se sustituyd por un guién que
fue leido a los participantes al momento de la invitacion. De todos los pacientes
reclutados se realizo la lectura del siguiente guion:

“Sr.(Sra.) mi nombre es , soy médico (adscrito o residente) del servicio
de medicina interna. Junto con la unidad de Investigacion Médica en
Inmunoquimica, estamos determinando si los pacientes que presentan esta
infeccion por el virus de influenza humana tipo A (H1N1) mejoran mas rapido o no,
dependiendo de si en su sangre tienen anticuerpos contra el virus estacional o el
de la vacuna, si tienen mas moléculas que favorecen la inflamacion y si sus
células de defensa estan mas o menos activadas. Hasta el momento esto no se
sabe y establecerlo puede ayudar en un futuro para que los médicos puedan
atender mejor a los pacientes e incluso se podria contar con marcadores que
puedan servir para diagnosticar tempranamente a los pacientes que se van a
comlicar. Su participacion consiste en que le podamos tomar una muestra de
sangre de su brazo (2 tubos pequefios, uno de 5 y otro de 7 mL). Las molestias
son como cualquiera de cuando le toman sangre, como dolor o un moreton. Si Ud.
decide no participar con nosotros, no cambia en nada la atencion que el IMSS le

da, ni tampoco su tratamiento cambia si decide participar o no”



10. RESULTADOS
10.1. Muestra de estudio.

La muestra de estudio consisti6 en 34 pacientes, diecinueve hombres y quince
mujeres. La edad de los pacientes se encontré en el rango de 3 a 78 afios. Todos
presentaron algunos de los siguientes sintomas: fiebre, dolor faringeo, tos,
rinorrea, nauseas, vomito, diarrea, cefalea y/o dolor ocular[41]. Del total, veintiuno
fueron confirmados como positivos para la infeccion por influenza A(H1N1) por
RT-PCR, y trece fueron confirmados como negativos. La edad media de los
pacientes cuya infeccion fue confirmada como positiva fue 34 afios. Como dato

importante, ninguno de los pacientes dentro del protocolo fallecié.

El grupo de controles consisti6 en 9 individuos sanos, seis mujeres y tres
hombres, en un rango de 22 a 60 afios de edad. Ninguno de ellos tenia
antecedentes de haber padecido un cuadro clinico semejante a influenza, con

alguno de los sintomas descritos anteriormente.

10.2. Los pacientes infectados con el virus de influenza humana pandémica
A(H1N1) 2009 muestran mayores titulos de anticuerpos que los controles
sanos.

Se contaba con todos los pacientes que habian cumplido con los criterios de
inclusion al protocolo. El diagnostico se realizé por el departamento de Biologia
Molecular del Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE)
posterior al ingreso del paciente. Dicho diagndéstico se realiz6é por rRT-PCR, segun
como lo marco el protocolo del Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta
(Centers por Disease Control and Prevention, CDC) en su version de Abril 2009
para la deteccion y caracterizacion de influenza de origen porcino. Brevemente, la
prueba parte de RNA extraido a partir de una muestra de exudado faringeo del
paciente, durante la prueba de rRT-PCR se obtiene el cDNA (DNA
complementario) y se amplifica empleando diferentes iniciadores y sondas, los
cuales fueron disefiados para la deteccion universal de todos los tipos de influenza
A, asi como todos los virus de influenza A porcina reportados hasta la fecha vy,

especificamente, el virus de influenza A porcina subtipo H1. La muestra se



consider6 positiva para influenza A humana pandémica 2009 si las curvas de
reaccion tanto para la prueba de influenza A como el respectivo subtipo (Influenza
A porcina o influenza A H1), cruzaban la linea umbral en 40 ciclos. Si no ocurria lo
mismo con el ensayo para detectar influenza A, la muestra se considerd

negativa.[42]

Una vez obtenidos los datos de confirmacion del diagndstico de infeccion por el
virus de influenza A(H1N1), del grupo de enfermos se tomaron los pacientes que
fueron confirmados con infeccién positiva por influenza pandémica 2009. Se hizo
una comparacion entre los controles sanos y se observé un aumento en el titulo
de anticuerpos en los pacientes positivos para influenza A pandémica con
respecto a los individuos sanos, siendo éste estadisticamente significativo
(P<0.05) (Fig. 3). Los titulos de anticuerpos se expresaron en logaritmo base 10,
por lo que las graficas muestran los resultados individuales y la media geométrica

con su respectivo intervalo de confianza al 95%.
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Figura 1. Los pacientes con diagnostico confirmado de influenza A(H1N1) muestran
mayores titulos de anticuerpos que los individuos sanos. Se determinaron los titulos de
anticuerpos contra el virus de influenza A/México/4482/2009(H1N1) en controles sanos y pacientes
que fueron confirmados con infeccion positiva (INfAH1N1+) utilizando el método de inhibicién de la
hemoaglutinacién. ** P<0.05 utilizando la prueba de Mann-Whitney.



10.3. Existen altos titulos de anticuerpos contra las cepas
A/Swine/lowa/00239/2004(H1N1) y A/Swine/Texas/4199-2/98(H3N2) tanto
en controles sanos como en individuos enfermos.

Se decidi6 determinar los titulos de anticuerpos contra los virus de influenza
porcinos A/Swine/lowa/00239/2004(H1N1) y A/Swine/Texas/4199-2/98(H3N2) por
inhibicion de la hemoaglutinacion. Esto se realiz6é con los sueros de pacientes con
infeccion confirmada, tanto positivos como negativos, y los controles sanos. Estos
titulos se compararon con los titulos contra la cepa pandémica. Se obtuvo que los
titulos de anticuerpos contra ambas cepas porcinas son mayores en todos los
grupos con respecto a los titulos contra la cepa pandémica, y que esta diferencia
es estadisticamente significativa (P<0.001). Por otra parte, los titulos de
anticuerpos contra el virus porcino H1N1/lowa son ligeramente menores que los
anticuerpos contra el virus porcino H3N2/Texas en todos los grupos. Sin
embargo, entre los grupos comparados no se encontré diferencia significativa en

los titulos de anticuerpos contra los virus porcinos.
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Figura 2. Existen anticuerpos contra las cepas A/Swine/lowa/00239/2004(H1IN1) vy
A/Swine/Texas/4199-2/98(H3N2) tanto en controles sanos como en individuos enfermos. Se
muestran los titulos de anticuerpos contra las cepas A/Swine/lowa/00239/2004(H1N1) (H1N1
Porcino), A/Swine/Texas/4199-2/98(H3N2) (H3N2 Porcino) y A/México/4482/2009 (México 4482)
en individuos sanos y pacientes con infeccion confirmada como positivos (INfAH1N1+) o negativos
(INfAH1IN1-). Se analizaron los titulos de anticuerpos empleando la técnica de inhibicién de la
hemoaglutinaciéon. P<0.001 utilizando la prueba de Mann-Whitney.



10.4. La cepa de influenza A/México/4482/2009 posee una alta identidad en
comparacion con la A/California/04/2009.

Ya que se contaba con la disponibilidad del virus de influenza
A/México/4482/2009(H1N1), se considerdé emplearlo como antigeno en la prueba
de inhibiciébn de la hemoaglutinacién. Esta cepa fue aislada de un paciente del
INDRE con influenza A humana pandémica 2009. Sin embargo, la cepa de
referencia para el virus de influenza A humana pandémica 2009 es
A/California/04/2009. De tal forma que se realiz6 un alineamiento entre las
hemaglutininas de estas cepas, para evaluar si la identidad con la cepa de
referencia era lo suficientemente alta para emplearla en la titulacion de los sueros.
Se detectd que la secuencia de aminoacidos correspondiente a la hemaglutinina
del virus de influenza A/México/4482/2009 difiere en tres aminoacidos con
respecto a la cepa A/California/04/2009, los cuales corresponden a: una serina por
una prolina en la posicién 30, una alanina por una treonina en la posicion 144, y
una valina por una isoleucina en la posicion 268. Esto representa el 99.4% de
identidad entre ambas proteinas. El alineamiento estructural dio como resultado
que hay un 96% de similitud estructural entre las proteinas, por lo que se decidié

emplear la cepa viral disponible para los analisis de los sueros.

Figura 3. La cepa de influenza A/México/4482/2009 posee una alta identidad en comparacion

con la A/California/04/2009. Se muestra la estructura molecular de la hemaglutinina
correspondientes a las cepas de influenza A/México/4482/2009 (A) y A/California/04/2009 (B). En
color verde se indican los aminoacidos que varian entre una cepa y otra. En color amarillo se
resalta el sitio de union a receptor de la proteina.



10.5. La hemaglutinina de la cepa de influenza  porcina
A/Swine/lowa/00239/2004(H1N1) tiene regiones antigénicas altamente
conservadas entre la cepa A/México/4489/2009(H1N1).

Por el origen porcino del virus de influenza causante de la pandemia 2009, se
deseaba averiguar si en los pacientes existian anticuerpos dirigidos contra virus
porcinos. Para esto, era necesario averiguar si existian epitopos compartidos entre
las cepas A/Swine/lowa/00239/2004(H1N1) y A/México/4482/2009. La prediccidon
de epitopos se realizé empleando la herramienta ElliPro de la Base de Datos de
Epitopos y Recursos de Analisis. Se detectaron los epitopos lineales presentes en
la hemaglutinina de la cepa porcina, y estos fueron comparados con la secuencia
de la cepa de influenza humana. Se detectaron 14 epitopos lineales, de longitud
variable. El grado de identidad entre las cepas es alto, variando desde 70% hasta
100% (Tabla 1). La mayoria de los epitopos predichos se encuentran en la cabeza

de la hemaglutinina, cercanos al sitio de union a receptor de la proteina.

Posicion Posicion Ndmero
No. de inici de Péptido de Identidad
e inicio . C
termino residuos
1 463 517 YEKVRSQLKNNAKEIGNGCFEFYHKCDN 55 100.00%
TCMESVKNGTYDYPKYSEEAKLNREEI
2 251 263 IEPGDTITFEATG 13 84.62%
3 169 190 VKKGNSYPKLSKSYINNKKKEV 22 90.91%
4 369 379 HHQNEQGSGYA 11 100.00%
5 199 242 PPTSTDQQTLYQNADAYVFVGSSKYSK 44 84.09%
RFKPEIAARPKVRDQAG
6 16 20 DADTL 5 80.00%
7 35 40 TVLEKN 6 100.00%
8 337 356 NIPSIQSRGLFGAIAGFIEG 20 95.00%
9 415 427 SQLEKRIESLNNK 13 69.23%
10 131 164 FEIFPKANSWPNHDTNKGVTAACPYAGA 34 82.35%
SSFYRN
11 27 30 NNST 4 100.00%
12 81 87 NPECESL 7 100.00%
13 358 364 WTGMIDG 7 85.71%
14 100 107 PNSDNGTC 8 75.00%

Tabla 1. Conservacién de epitopos lineales presentes en la hemaglutinina de la cepa
A/Swine/lowa/00239/2004(H1N1). Las secuencias se compararon contra la cepa
A/México/4482/2009, cuya identidad se expres6 en porcentaje.



10.6. La hemaglutinina de la cepa porcina A/Swine/Texas/4199-2/98(H3N2)
posee regiones antigénicas conservadas respecto a la cepa de influenza
estacional A/Brisbane/10/2007(H3N2).

Otro punto importante a evaluar en este rubro es si los pacientes analizados en
este estudio también poseian anticuerpos contra el subtipo H3N2, el cual es una
cepa que circula comunmente en humanos durante las epidemias estacionales.
No obstante, sélo se contaba con la cepa A/Swine/Texas/4199-2/98(H3N2), por lo
gue se evaluo la identidad de los epitopos presentes en esta cepa con los epitopos
de la cepa estacional del periodo 2008-2009 A/Brisbane/10/2007(H3N2) para

determinar si podia emplearse en el ensayo de inhibicion de la hemoaglutinacion.

Primero se realiz6 un alineamiento de secuencias entre las hemaglutininas de
ambas cepas, dando como resultado un 87,09% de identidad entre ellas.
Posteriormente, se predijeron los epitopos lineales presentes en la cepa porcina y
se busco la conservacion de ellos en la secuencia de la cepa estacional. La
prediccion arroj6 que existen 8 epitopos presentes en la HA de la cepa
A/Swine/Texas/4199-2/98(H3N2), y que estos se conservan en la cepa estacional
H3N2, variando el grado de identidad desde 50% hasta 100% (Tabla 2). Esto
indica un grado de conservacion de epitopos aceptable, por lo que se decidié
emplear la cepa H3N2 porcina para el analisis.



Posicion

Posicion

Numero de

No. de inicio de Péptido residuos Identidad
termino
1 264 329 TGMRNVPEKQTRGIFGAIAGFIENGWEGMV 66 96.97%
DGWYGFRHQNSEGTGQAADLKSTQAAIDQ
VNGKLNR
2 346 359 SEVEGRIQDLEKYV 14 100.00%
3 183 192 VKPGDILLIS 10 90.00%
4 131 139 PSTDSEQTS 9 44.44%
5 101 122 HKLEYKYPALNVTMPNNDKFDK 22 77.27%
6 142 174 VQAIGRVTVSTKSSQQTVIPNIGSRPWVRGI 33 78.79%
SS
7 67 93 TNEDFNWTGVAQDGGSYSCKRGSVKSF 27 59.26%
8 220 223 IDNC 4 50.00%

Tabla 2. Conservacion de epitopos lineales presentes en la hemaglutinina de la cepa de influenza

A/Swine/Texas/4199-2/98(H3N2). Las secuencias se compararon contra la hemaglutinina de la cepa de
influenza estacional 2008-2009 A/Brisbane/10/2007.




11.DISCUSION

En el presente trabajo se realiz6 un estudio de la respuesta de anticuerpos en
pacientes infectados con el virus de influenza pandémica A(H1N1) 2009, que se
desatd en los meses de abril-mayo de 2009. A pesar de que el titulo de este
trabajo hace referencia al periodo mencionado anteriormente, el nimero de
pacientes incluidos era apenas de 15, por lo que se amplio el tiempo de captacién
de pacientes hasta el mes de diciembre de 2009, con lo que se aumentd el
namero a 34. Segun el calculo estadistico para el tamafio de la muestra, el
protocolo se disefid para que ésta incluyera al menos 37 pacientes por grupo.
Desafortunadamente, el nUmero de pacientes totales captados no cumplié con el
calculo estadistico. Pero para explicar esto es necesario contextualizar la situacién

en los sistemas de salud durante el periodo inicial de la pandemia.

Cuando se emitio la alerta sanitaria el 16 de abril, se indujo en la poblacion un
estado de panico, y cualquier enfermedad respiratoria parecida a influenza era
motivo para acudir a recibir atencién médica, lo que provocé la saturacion de los
servicios de salud. Los pacientes con sospecha de enfermedad respiratoria eran
ingresados, y la toma de muestra se enfocaba principalmente al diagndstico
confirmatorio de la infeccibn a partir de un exudado faringeo. No obstante, el
desconocimiento de la virulencia y peligrosidad de este nuevo virus complico el
acceso a los pacientes por las medidas de seguridad que esto implicaba (Los
pacientes eran aislados y los médicos tenian que acceder a las areas con trajes
de bioseguridad en horarios restringidos) de tal manera que reunir el nimero de

muestras planeadas fue una labor ardua y dificil de lograr.

Entonces, en los pacientes que logramos reunir se buscd la presencia de
anticuerpos contra el virus pandémico. En el grupo de pacientes infectados con
influenza pandémica 2009 se observé un aumento en el titulo, la cual fue
estadisticamente significativa respecto al grupo control. No obstante, dentro de
este grupo de pacientes se encontraron individuos en los cuales no se detectaron
anticuerpos contra el virus en cuestion. Esto puede deberse a que la toma de

muestra de estos pacientes se realizd apenas de 1 a 2 dias después del inicio de



los sintomas. Se ha reportado que los anticuerpos en via sistémica comienzan a
detectarse después de 4 a 5 dias del inicio de la infeccidén[32]. La presencia de
anticuerpos durante la infeccion por el virus de influenza se considera como un
marcador de sobrevivencial2], ya que estan dirigidos principalmente contra la
hemaglutinina y neuraminidasa, ejerciendo efectos sobre la liberacion vy
propagacion virales[32]. Considerando que ninguno de los pacientes fallecio,
podria correlacionarse la presencia de estos anticuerpos con el proceso de
recuperacion de la enfermedad. Sin embargo, seria necesario analizar muestras

de pacientes que si fallecieron para comprobar esta hipoétesis.

En el grupo de pacientes cuya infeccion por virus de influenza A(H1N1) pandémica
fue negativa también se detectaron anticuerpos. De hecho, no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa respecto al titulo de anticuerpos contra la
cepa pandémica A(HLIN1) 2009 entre los grupos de pacientes diagnosticados
como positivos y negativos. Este hecho resulta complicado de explicar, ya que se
ha reportado que la reactividad cruzada de los anticuerpos contra virus de
influenza estacionales previos y el nuevo virus pandémico 2009 es minima[43]. Sin
embargo, también es probable que estos anticuerpos sean producto de una
infeccion por un virus de influenza A co-circulante durante la epidemia. Aunado a
esto, la prueba confirmatoria se enfocé Unicamente al diagndstico de la infeccion
por virus de influenza humana pandémica 2009. Desafortunadamente, los
resultados proporcionados por el INDRE son absolutos y no detallan si estos
pacientes que resultaron negativos si estaban infectados con algun subtipo de
influenza A. Ante esto, se propone analizar los sueros de los pacientes empleando
cepas virales de influenza A humana estacionales que correspondan al mismo
periodo en el cual ocurrié la pandemia, de tal manera que se pueda comprobar la

hipotesis planteada.

Como se menciond antes, el origen del virus causante de la pandemia es porcino.
Por esto, se buscaron anticuerpos contra el virus porcino H1IN1/lowa. Se encontro
gue tanto en el grupo de pacientes como en los controles sanos hay anticuerpos

contra esta cepa porcina, sin existir diferencia significativa entre los grupos. Lo



mismo ocurrié con el virus porcino H3N2/Texas, en donde se observan altos
titulos. La mayoria de los titulos se encuentran por arriba del valor considerado
protector para influenza A humana pandémica 2009, el cual es 1:40[43].

En un estudio retrospectivo en el que se analizé la seroprevalencia contra el nuevo
virus del 2007 al 2009, se encontré6 que no existian anticuerpos contra el virus
pandémico, sino hasta después de abril del 2009, cuando comenzé a circular en la
poblacion[44]. A pesar de esto, en el mismo estudio se encontré que si existen
anticuerpos contra las cepas porcinas H1N1/lowa y H3N2/Texas, aun antes del
2009 (Datos no publicados). Ademas, en un estudio realizado en los hospitales del
IMSS con pacientes infectados con el virus de influenza pandémica A(H1N1) 2009
se observé una mejor evolucion clinica en aquellos que habian reportado ser
vacunados por influenza estacional el afio anterior[45], por lo cual se plante6 que
podria existir reactividad cruzada entre los anticuerpos inducidos por la
vacunacion del afio anterior contra el virus pandémico. Juntos, estos hallazgos
gque a pesar de encontrarse anticuerpos contra los subtipos virales HIN1 y H3N2
en valores considerados protectores, estos anticuerpos no fueron suficientes para

mediar la proteccion contra el virus de influenza pandémica A(H1N1) 2009.

La titulacion de los sueros se realizoé por inhibiciébn de la hemoaglutinacion. Esta
técnica emplea el virus contra el cual se buscan los anticuerpos como antigeno.
En muchas publicaciones relacionadas con la pandemia de influenza 2009 la cepa
de referencia es A/California/04/2009(H1N1)[43, 46-47]. Esta cepa fue aislada del
primer paciente reportado en Estados Unidos con influenza pandémica 2009[47].
Sin embargo, para el analisis de los sueros se contaba con la cepa
A/México/4482/2009(H1N1). Ya que el fenbmeno de la hemoaglutinacién esta
mediado por la interaccion de la hemaglutinina del virus de influenza con los
residuos de &cido sidlico presentes en la membrana de los eritrocitos con los que
se ponen en contacto, se decidio evaluar la identidad de la hemaglutinina entre los
dos virus. La comparacion de la secuencia de aminoacidos de la hemaglutinina
correspondiente a la cepa de referencia con la hemaglutinina de la cepa

A/México/4482/2009(H1N1) revelé una diferencia de tan solo 3 aminoacidos.



Estructuralmente, ambas cepas también tienen un alto grado de identidad. Esto
resulta congruente con el hecho de que ambas cepas pertenecen al mismo grupo
en un cladograma realizado recientemente en donde se ilustra la filogenética de
este nuevo virus causante de la pandemia[48]. Se sabe que los anticuerpos que
reconocen el sitio de union a receptor de la hemaglutinina inhiben la
hemoaglutinacién[32, 49]. Ya que ninguno de los aminoacidos variantes se
encontraba en el sitio de union a receptor, y la identidad entre las cepas era alta,

se aceptd el uso de esta cepa viral en el analisis de los sueros.

Por otra parte, la prediccibn y conservacidon de epitopos del virus porcino
H1N1l/lowa revel6 que existe una alta identidad entre esta cepa y la
A/México/4482/2009(H1N1). Esto resulta concorde con el hecho de que el virus
causante de esta pandemia surgié de un virus porcino HIN1 cuyos segmentos

génicos se adaptaron para la transmisién en humanos[50][51].

Ademas, se deseaba averiguar si existian anticuerpos contra el subtipo de
influenza H3N2, ya que es un virus circulante en humanos durante las temporadas
estacionales[1]. Sin embargo, so6lo se contaba con la cepa porcina
A/Swine/Texas/4199-2/98(H3N2). Considerando que el uso de esta cepa requiere
un menor riesgo durante el analisis de los sueros, se decidi6 evaluar si el uso del
virus porcino H3N2/Texas podia darnos un acercamiento de la presencia de
anticuerpos en los grupos analizados, por lo que se compararon los epitopos del
virus porcino H3N2/Texas con la cepa vacunal estacional
A/Brisbane/10/2007(H3N2). En este analisis se encontré un epitopo con bajo
grado de identidad, apenas 44%. Sin embargo, este epitopo se encuentra en la
parte del tallo de la hemaglutinina. Ya que no se han reportado anticuerpos contra
esta region de la proteina, no se consideré este epitopo[32]. Los demas se
encontraron en la parte globular de la hemaglutinina, donde se encuentran los
sitios antigénicos mas importantes de la proteina[4, 32]. La identidad de estos
epitopos entre la cepa porcina y la estacional humana alcanzo6 hasta el 100%. Por
lo tanto, se aceptd el uso de la cepa porcina H3N2 para obtener un acercamiento

de los anticuerpos contra virus H3N2 en los grupos analizados.



Finalmente, este trabajo es un ejemplo mas de la aplicacion de la ciencia en la
resolucién de un problema que requeria una respuesta inmediata. También es una
pequefia parte de una labor conjunta entre virélogos, biélogos moleculares vy
comparieros inmundlogos en el que se trata de aprender acerca de la biologia de
este virus, caracterizar el fenomeno inflamatorio ante la infeccion [52], asi como la
seroprevalencia en la poblacion mexicana y el desarrollo de vacunas que nos

ayuden a combatir esta pandemia.



11.CONCLUSIONES

El virus de influenza humana pandémica A(HL1N1l) 2009 es altamente
inmunogénico, induce altos titulos de anticuerpos de manera temprana durante la
infeccion en los pacientes. En una persona sana se encontro titulo de anticuerpos
lo que indica la posibilidad de que se genere inmunidad de grupo. No se observé
proteccion cruzada debida a la exposicién previa con otros virus de influenza con
identidad con el virus pandémico como son el virus porcino H1N1/lowa y
H3N2/Texas.
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