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Resumen

En abril del 2009 México fue el protagonista del inicio de una epidemia del
virus de influenza A, declarada oficialmente (por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS)) la primera pandemia de influenza en més de 40 afios para junio del
mismo ano. Dado que con anterioridad han ocurrido epidemias de este tipo, que
han tenido rasgos catastréficos, surgieron miiltiples estudios al respecto desde
el punto de vista epidemiolégico, clinico, genético, etc.

Existen diversos modelos para describir la dindmica de la infeccién viral y
su interaccion con el sistema inmune. En esta tesis se realiza un estudio basado
en un modelo matematico que describe la dinamica de la infeccién del virus
de influenza A en células del tracto respiratorio y su relacion con la respuesta
inmune. Se caracterizan los mecanismos y parametros fisiologicos que influyen
en el proceso infeccioso y de recuperacion, asi como en la accién de terapias
antivirales.



Summary

In april 2009, México was the main character in the beginning of an influenza
A virus epidemic oficially declared (by the World Health Organization (WHO))
the first influenza pandemic in over 40 years by june that same year. Given the
fact that epidemics such as this have risen in the past with catastrophic effects,
multiple studies from different points of view (biological, clinical, genetic, etc)
were presented.

There are many models that describe the dynamics of the viral infection and
its interaction with the immune system. In this thesis we present a study based
on a mathematical model that describes the dynamics of the influenza A virus
infection in respiratory tract cells and its relationship with the immune system.
The mechanisms and physiological parameters that take place in the infection
and recovery are characterized, as well as the action of antiviral therapies.



Introduccion

La influenza es una infeccion viral del tracto respiratorio que afecta millones
de personas anualmente, siendo asi una de las principales causas de muerte alre-
dedor del mundo. La pandemia de 1918 causé la muerte de mas de 20 millones
de personas siendo asi el brote méas grande y destructivo de una enfermedad
infecciosa en la historia.

A partir de que se aisl6 el virus de influenza en 1933 se le ha dado mucha
atencién a su estructura, su genoma, la respuesta inmune que desencadena,
vacunas para protegerse contra él y su epidemiologia [16], [29], [30]. Sin embargo,
la informacién respecto a la accién del virus de influenza durante una infeccién
dentro de un individuo es mas limitada. El patréon estandar de una infecciéon de
influenza A en adultos esta caracterizado por un crecimiento exponencial de la
carga viral que tiene su pico en el segundo o tercer dia después de la infeccion,
seguido de un decrecimiento exponencial hasta que es indetectable después de
6 u 8 dias [38]. La infeccion viral da lugar a respuestas inmunes innatas y
adaptativas. Estas son primordiales para modular la replicaciéon del virus en el
tracto respiratorio. Tanto la respuesta inmune mediada por células T citotoxicas,
como la mediada por anticuerpos suele ocurrir después del pico de la replicaciéon
viral. Mientras que la respuesta inmune innata se detecta tempranamente y
provee la primera linea de defensa contra la replicacién de la influenza.

Aun cuando se tiene una idea general de la respuesta inmune a la infeccién
del virus de influenza A, no se entiende cuantitativamente la compleja interac-
cion entre la dindmica viral y la respuesta del hospedero durante la infeccion.
Entender como combate el sistema inmune la infecciéon del virus de influenza y
co6mo el virus puede afectar al sistema inmune es crucial para predecir y disenar
estrategias terapeuticas contra la infeccion.

Los modelos matematicos han probado ser una herramienta util en el en-
tendimiento de la respuesta inmune a enfermedades infecciosas. Estos ayudan
a aclarar y probar hipotesis, a encontrar el menor numero de factores relevan-
tes para explicar el fenémeno bioldgico y a analizar resultados experimentales.
Asimismo, los modelos tienen también un impacto en la investigacién a nivel
molecular. Es por esto que se han usado ampliamente modelos matemaéticos y
simulaciones en computadoras para estudiar la dindmica viral y respuestas in-
munes a infecciones virales como la causada por el VIH, el virus de hepatitis
C y el virus de influenza A. Existen desde modelos muy sencillos hasta mode-
los compartamentales complejos del sistema inmune y modelos que incorporan
ecuaciones diferenciales con retraso para reflejar mejor el tiempo que las célu-
las permanecen en un compartimento particular o la duracién o transito entre
compartimentos.

Entre otros trabajos podemos citar el de Bocharov y Romanyukha [1] donde
se propone un modelo matematico de la respuesta inmune antiviral, para descri-
bir cuantitativamente los mecanismos principales de una infeccién de influenza
A. Se muestra que las variaciones en los parametros del sistema virus-célula
epitelial son los mas influyentes en la gravedad de la infeccién, més incluso que



aquellos de la respuesta inmune antiviral. Por otro lado, Hancioglu et.al. [2] pre-
sentan un modelo dindmico simplificado de la respuesta inmune a una infeccién
sencilla de influenza A, que se enfoca en el control de la infecciéon por medio
de la inmunidad innata y adaptativa. Baccam et.al. [3] consideran una serie de
modelos matematicos que incorporan un nimero finito de células blanco. Los
modelos se ajustan a datos experimentales de una infecciéon de influenza HIN1
y muestran que la infeccién desaparece sin la accién de interferén o del sistema
inmune, como consecuencia del nimero finito de células blanco. En el trabajo de
Lee y colaboradores [4] se muestra un modelo matemaético de dos compartimen-
tos (pulmon y sistema linfatico) que cuantifica la interaccion entre la replicacion
viral y la inmunidad adaptativa. El modelo representa resultados experimentales
publicados sobre la infeccion del virus de influenza y se ha usado para generar
diferentes escenarios de la accién de la respuesta inmune. Una comparacién de
diferentes cepas del virus de influenza (H5N1 aviar, HIN1 estacional y HIN1
pandémica) que infectan células epiteliales bronquiales humanas muestra que
las diferencias en la productividad de cada cepa son funcién de la eficiencia de
replicacién intracelular, no de la eficiencia de entrada a la célula (Mitchell et.al.
5).

En esta tesis se estudia un modelo matemético que describe la dinamica de
la infeccion del virus de influenza A y su interaccién con células del tracto res-
piratorio y células del sistema inmune. Para ello en la primera parte del trabajo
se estudian generalidades del sistema inmune, de las infecciones virales y del
virus de influenza A. El modelo matemético consiste de poblaciones virales, de
células epiteliales y componentes de la respuesta inmune humoral y celular. Esto
da lugar a un sistema de 15 ecuaciones diferenciales acopladas. Posteriormente,
se presentan las soluciones numeéricas del modelo tomando como base los pa-
rametros fisiologicos propuestos en [4]. Las soluciones presentadas conducen a
una descripciéon general razonable de la infeccion viral, sin embargo, dan lugar
a algunas dindmicas incompatibles con una visién realista del problema, como
es el hecho de que ocurriria una disminucién excesivamente grande de las cé-
lulas epiteliales que no permitiria la recuperacion de un paciente infectado por
el virus de influenza A. Entonces se realiza un anélisis de los parametros de la
infeccion para explorar cuales tienen mayor influencia en el comienzo, duraciéon
y gravedad de la infeccion. Posteriormente, se examina el efecto de drogas anti-
virales tomando en cuenta los pardmetros de infeccién originales y los derivados
de nuestro analisis. A modo complementario, se realiza un estudio en el espa-
cio fase definido por las variables del modelo que nos permite entender algunas
relaciones entre estas variables que no son aparentes en el espacio original de
configuracion. Los resultados obtenidos llevaron a considerar la dindmica de la
infeccion a largo plazo. Aqui encontramos que pueden ocurrir resurgimientos de
la infeccién. Entonces se plantea un modelo simplificado que permite estudiar
los parametros mas relevantes de nuestro sistema asociados con dicho fenémeno.
Finalmente, se presenta una discusién de los resultados derivados de este traba-
jo.



Respuesta Inmune e Infeccién Viral

En este capitulo se presentan fundamentos del funcionamiento del sistema
inmune, se discutirdn aspectos del sistema inmune humoral y celular, de las
infecciones virales y en particular del virus de influenza A. Para presentar un
panorama mas completo de la infeccién se muestran aspectos de la propagacion
de la pandemia del ano 2009, sin embargo este punto no se discutira con detalle
en esta tesis.

Sistema Inmune

El sistema inmune es un sistema de defensa que protege a los seres vivos de la
invasion de microorganismos patogenos. Desde el punto de vista funcional, una
reaccion inmune puede dividirse en dos actividades vinculadas: reconocimiento
y respuesta.

El sistema inmune incluye componentes innatos y adaptativos. Puede consi-
derarse que la inmunidad innata comprende 4 tipos de barreras de defensa:

1. anatémica: piel y mucosas

2. fisiolégica: temperatura, pH bajo, mediadores quimicos
3. fagocitica/ endocitica

4. inflamatoria

La respuesta inmune innata inflamatoria se activa de manera inespecifica como
reaccién a ciertas proteinas presentes en la pared celular de bacterias y otros
agentes patogenos. Actiia en corto tiempo y es compartida por la mayoria de
los seres vivos.

La inmunidad adaptativa es capaz de reconocer y eliminar de manera se-
lectiva microorganismos y moléculas extrafnas especificos (antigenos extranos).
Posee 4 atributos caracteristicos:

1. especificidad antigénica

2. diversidad

3. memoria inmunitaria

4. presencia o ausencia de autorreconocimiento

Las inmunidades adaptativa e innata no operan de manera independiente: fun-
cionan como un sistema interactivo y colaborador que genera una respuesta
combinada eficaz. Una diferencia importante entre las inmunidades adaptativa
e innata es la rapidez de la reacciéon inmunitaria innata, que utiliza un repertorio
preexistente, pero limitado, de componentes reactivos. La inmunidad adaptati-
va compensa su inicio maés lento con su capacidad para reconocer una amplitud



mayor de sustancias extranas y la posibilidad de ser més eficaz durante una
respuesta, mientras que la inmunidad innata permanece constante.

Varios 6rganos y tejidos, diferentes desde el punto de vista morfolégico y
funcional, tienen diversas funciones en la formacion de las respuestas inmunita-
rias y pueden distinguirse en 6rganos linfoides primarios y secundarios. El timo
y la médula 6sea son los érganos linfoides primarios (o centrales) en los que
se lleva a cabo la maduracién de linfocitos. Los ganglios linfaticos, el bazo y
varios tejidos linfoides relacionados con la mucosa, como el tejido linfoide del
intestino, son los érganos linfoides secundarios (o periféricos), que atrapan anti-
geno y proporcionan sitios para que interactiien los linfocitos maduros con dicho
antigeno. Ademas, los tejidos linfoides terciarios, que en condiciones normales
contienen menos células linfoides que los 6rganos linfoides secundarios, pueden
atraer células linfoides durante una respuesta inflamatoria. Los mas notables de
ellos son los tejidos linfoides relacionados con la piel. Todos estos forman parte
del sistema linfatico, una red de vasos que recoge liquido que se escapa hacia los
tejidos de los capilares del sistema circulatorio y lo devuelve a la sangre.
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Figura 1. Sistema Linfatico [6]

Una reaccién inmunitaria eficaz incluye 2 grupos principales de células: lin-
focitos B y T y células presentadoras de antigenos. Los linfocitos son uno de
muchos tipos de glébulos blancos que se producen en la médula ésea por hema-
topoyesis, salen de la médula 6sea, circulan en la sangre y los sistemas linfaticos
y van a residir a diversos 6rganos linfoides.

Los linfocitos B maduran dentro de la médula ésea; cuando la abandonan,
cada uno expresa un receptor de unién de antigeno Gnico en su membrana. Este
receptor es una molécula de anticuerpo. Los anticuerpos son glucoproteinas que
poseen 2 cadenas polipeptidicas pesadas e idénticas y 2 ligeras también idénticas.
Cada cadena pesada esta unida a una ligera por enlaces disulfuro y los 2 pares se
conservan unidos entre si mediante enlaces disulfuro adicionales. Los extremos
aminoterminales de los pares de cadenas pesada y ligera forman una hendidura
dentro de la cual se unen antigenos.



— variable portion, ..

‘\\-
disulphide

presh-ae- light chain

constant

heavy chain portion

Figura 2. Estructura de una molécula de anticuerpo [7]

Cuando una célula B encuentra por primera vez el antigeno que corresponde
a su anticuerpo, la unién de éstos da lugar a que la célula se divide con rapidez
y cuya progenie se diferencia en células B de memoria y células B efectoras
llamadas plasmaticas. Las células plasméticas producen el anticuerpo en una
forma que puede secretarse y no tienen anticuerpo unido a membrana o tienen
muy poco. Aunque sbélo duran unos cuantos dias, secretan cantidades enormes
de anticuerpos durante este periodo. Se estima que una sola célula puede liberar
més de 2000 moléculas de anticuerpo por segundo. Los anticuerpos secretados
son las principales moléculas efectoras de la inmunidad humoral. Las células B
de memoria tienen un periodo de vida mas prolongado y expresan el mismo
anticuerpo unido a membrana que su célula B original.

Los linfocitos T también se generan en la médula 6sea, pero migran al timo
para madurar. Durante su maduracién comienzan a expresar en su membra-
na una molécula de unién de antigeno tnica denominada receptor de célula T.
Los receptores de célula T dnicamente pueden identificar antigenos unidos a
proteinas de membrana llamadas moléculas del complejo mayor de histocompa-
tibilidad (MHC). Las moléculas del MHC que acttian como “presentadoras de
antigeno” son glucoproteinas polimérficas que se encuentran en las membranas
celulares. Existen 2 tipos principales: moléculas del MHC clase I, que expresan
casi todas las células nucleadas de vertebrados y moléculas del MHC clase II que
sOlo expresan las células presentadoras de antigeno. Existen 2 subpoblaciones de
células T: células T colaboradoras (Ty) y células T citotoxicas (T¢). Las células
T colaboradoras (Ty) presentan la glucoproteina de membrana CD4, mientras
que las células T citotoxicas (T¢) presentan la CD8. Una vez que la célula Ty
reconoce un complejo de antigeno y MHC clase II e interactta con él, se convier-
te en una célula efectora que secreta varios factores de crecimiento, conocidos
en conjunto como citocinas. Las citocinas tienen una funcién importante en la
activacion de las células B, T, macréfagos y varios tipos de células més que
intervienen en la reaccién inmunitaria. Las diferencias en los patrones de citoci-
nas producidas por células Ty activadas tienen como resultado diferentes tipos
de respuesta inmunitaria.
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Figura 3. Funcionamiento de linfocitos T [7]

Las células presentadoras de antigeno primero internalizan antigeno, sea por
fagocitosis o endocitosis, y a continuaciéon muestran una parte de dicho antigeno
en su membrana unido a una molécula de MHC clase II. Esta clase de células
incluye a los macroéfagos, linfocitos B y células dendriticas y tiene la funcién de
senal coestimuladora necesaria para la activaciéon de las células Ty.

Las reacciones inmunitarias pueden dividirse en humoral y mediada por cé-
lulas. La rama humoral del sistema inmunitario funciona cuando sucede la in-
teraccion de las células B con antigeno y su proliferacion y diferenciacion sub-
secuentes en células plasméaticas que secretan anticuerpo. El anticuerpo actia
como efector de la respuesta humoral, se une a antigeno y neutraliza o facilita
su eliminacion. Cuando se recubre un antigeno con anticuerpo, puede eliminarse
de varias formas. Por ejemplo, el anticuerpo puede enlazar varios antigenos y
formar grumos que las células fagociticas ingieren més facilmente. La unién de
anticuerpo y antigeno también puede activar el sistema de complemento, que
provoca la lisis del microorganismo extrano. El anticuerpo también puede neu-
tralizar toxinas o particulas virales y cubrirlas, lo que impide que se unan a
células del hospedero.

Las células Ty activadas y las células T¢ sirven como células efectoras en
las reacciones inmunitarias mediadas por células. Las citocinas secretadas por
células Ty pueden activar varias células fagociticas y permitirles que fagociten
y destruyan microorganismos con mayor efectividad. Este tipo de respuesta
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inmunitaria es importante para liberar al hospedero de bacterias y protozoarios
contenidos en células infectadas. Las células T¢ tienen una funcién esencial en
la destruccién de células infectadas por virus y las células tumorales.

Los linfocitos no reconocen por completo a los antigenos, que son muy gran-
des y complejos. En realidad, los linfocitos B y T reconocen sitios precisos en el
antigeno llamados determinantes antigénicos o epitopos. Estos son las regiones
activas desde el punto de vista inmunolégico en un antigeno complejo.

Todas las moléculas de anticuerpo en un linfocito B determinado tienen
una especificidad idéntica, lo que otorga a cada linfocito B y sus hijos una
especificidad precisa para un epitopo tnico en cada antigeno. Es por esto que
se dice que el linfocito B maduro estad comprometido en sentido antigénico. Se
estima que la poblacién de células B muestra en conjunto mas de 10'° diferentes
especificidades antigénicas. Esta gran variedad se reduce después de un proceso
de seleccion en la médula ésea que elimina cualquier célula B con anticuerpo
unido a membrana que reconoce componentes propios. Esto ayuda a asegurar
que no se produzcan anticuerpos autorreactivos (autoanticuerpos).

Los atributos de especificidad y diversidad también caracterizan al receptor
de célula T de unién de antigeno. De la misma forma hay un proceso de selec-
ciéon en el timo que elimina cualquier célula T con receptores autorreactivos y
permite madurar sélo a células T con receptores capaces de reconocer antigeno
relacionado con moléculas de MHC.

Los antigenos complejos son procesados y sus segmentos se muestran con
moléculas de MHC en la superficie celular. El antigeno exé6geno se produce fue-
ra de la célula hospedera y penetra en ella por endocitosis o fagocitosis. Las
células presentadoras de antigeno (macrofagos, células dendriticas y células B)
degradan el antigeno exdgeno en fragmentos peptidicos que luego se presentan
con moléculas de MHC clase II en la membrana de la célula. El antigeno endo-
geno surge dentro de la propia célula hospedera. Un ejemplo son las proteinas
virales sintetizadas dentro de la célula hospedera infectada con virus. Los anti-
genos endogenos se degradan en fragmentos peptidicos que se unen a moléculas
de MHC clase T dentro del reticulo endopldsmico. A continuacion, el complejo
péptido-MHC clase I se traslada a la membrana celular.

El encuentro inicial de un linfocito virgen con capacidad inmunitaria con
un antigeno induce una respuesta primaria; un contacto posterior del hospedero
con antigeno causa una respuesta secundaria mas rapida e intensa. La poblacién
amplificada de células de memoria explica la rapidez e intensidad que distingue
a una reaccion secundaria de la primaria [18].
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Infecciones virales

Las reacciones inmunolégicas tanto innata como adaptativa a los agentes
patogenos constituyen un mecanismo de defensa de importancia critica, pero
las enfermedades infecciosas han plagado a las poblaciones humanas durante la
historia y producen la muerte de millones de personas cada ano.

Ciertos mecanismos efectores especificos de la inmunidad, junto con meca-
nismos de defensa inespecificos, entran en juego para la eliminaciéon de los virus
infectantes. Al mismo tiempo, el virus actda para contrarrestar uno o mas de
estos mecanismos con la finalidad de prolongar su supervivencia. El resultado
de la infecciéon depende de la eficacia con la que los mecanismos de defensa del
hospedero resistan las tacticas ofensivas del virus.

A menudo los anticuerpos especificos para los antigenos de la superficie viral
resultan cruciales para frenar la diseminacién de un virus durante la infeccién
aguda y protegen contra la reinfeccién. Los anticuerpos tienen eficacia particular
para proteger contra la infecciéon si se localizan en el sitio de entrada del virus
en el cuerpo. La mayor parte de los virus expresa moléculas receptoras en su
superficie que les permiten iniciar la infeccion al fijarse a moléculas membranales
especificas de la célula hospedera. Por ejemplo, el virus de influenza se fija a
residuos de acido sidlico presentes sobre las glucoproteinas y los glucolipidos de
la membrana celular. Si se produce un anticuerpo contra el receptor viral, se
puede bloquear la infeccién y a la vez prevenir la fijacion de las particulas virales
a la célula hospedera.

Aunque los anticuerpos desempenan una funcién importante para frenar la
diseminacién de un virus durante las fases agudas de la infeccién, no suelen
ser capaces de eliminar el virus una vez que la infeccién ocurre, en particular
si el virus es capaz de entrar en la fase latente en la que su ADN se integra
en el ADN cromosoémico del hospedero. Los mecanismos inmunitarios mediados
por células adquieren importancia maxima para la defensa del hospedero una
vez que la infeccion se establece. En general los principales componentes de la
defensa antiviral mediada por células son las células T CD8 y T CD4. Las células
asesinas desempenan una funcién de importancia en la defensa del hospedero
durante los primeros dias de muchas infecciones virales hasta que se desarrolla
una reaccién de linfocitos T citotoxicos especificos.

En la mayor parte de las infecciones virales la actividad de los linfocitos
T citotoxicos especificos comienza tres o cuatro dias después de la infeccion,
alcanza su maximo en 7 a 10 dias y luego disminuye. Dentro de los 7 a 10
dias siguientes al inicio de la infeccion primaria se elimina la mayor parte de
los viriones, en paralelo con el desarrollo de los linfocitos T citotéxicos. Estos
linfocitos especificos para el virus eliminan las células propias del hospedero
infectadas por el virus y en consecuencia eliminan las fuentes potenciales de
nuevos virus.

A pesar del tamafio restringido de su genoma, cierto ntimero de virus codi-
ficadores de proteinas interfieren a diversos niveles con las defensas especificas
o inespecificas del hospedero. Al parecer la ventaja de estas proteinas radica
en que permiten a los virus replicarse con mas eficacia aunque estén rodeados
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por las defensas antivirales del hospedero. La inhibicion de la presentaciéon del
antigeno por las células del hospedero infectadas es otro mecanismo para evadir
las reacciones del hospedero. Asimismo diversos virus escapan el ataque inmu-
nitario al cambiar en forma constante sus antigenos. En el virus de la influenza,
la variacion antigénica continua ocasiona la aparicion frecuente de nuevas cepas
infecciosas. La falta de inmunidad protectora contra estas nuevas cepas emergen-
tes conduce a epidemias repetidas de influenza. La variacion antigénica entre los
causantes del resfriado comun explica la incapacidad para producir una vacuna
eficaz contra los resfriados. En ningin caso conocido es mayor la variacién anti-
génica que en el VIH. Las estimaciones sugieren que el VIH acumula mutaciones
a un ritmo 65 veces mas rapido que el virus de la influenza. E1 VIH a su vez es
uno de los virus que evade la reaccion inmunitaria al producir inmunosupresiéon
generalizada [18].

Virus de Influenza A

El virus de influenza infecta las vias respiratorias superiores y centrales prin-
cipales de seres humanos, caballos, aves, cerdos e inclusive focas. En el periodo
de 1918 a 1919 una pandemia de influenza maté a mas de 20 millones de perso-
nas.

Un aspecto distintivo del virus de la influenza es su variabilidad. El virus
puede cambiar sus antigenos de superficie de manera tan completa que la reac-
cién inmunitaria a la infeccién con el virus que causoé la epidemia previa confiere
muy poca o ninguna proteccién contra el que produce la epidemia subsecuente.
La variacién antigénica se debe sobre todo a cambios en la hemaglutinina (HA)
y neuraminidasa (NA) que se encuentran en la cubierta viral. Dos mecanismos
distintos generan la variacion antigénica en HA y NA: deriva génica y recombi-
nacién. La deriva génica consiste en mutaciones de punto seriadas que ocurren
de manera gradual y ocasionan cambios menores de la HA y NA, éstos explican
las diferencias de cepas dentro de un subtipo. La recombinacién resulta en la
aparicion repentina de un nuevo subtipo de influenza en la que HA y tal vez
también NA son considerablemente distintas de las del virus identificado en la
epidemia precedente. Por lo tanto, cada recombinacién encuentra a la poblacién
sin preparacién inmunitaria y causa brotes importantes de influenza que a veces
alcanzan proporciones pandémicas.

Estructura del virus de Influenza A

El virus de influenza A es un virus de ARN. Cada virus contiene 8 moléculas
de ARN (8 cromosomas) llamados segmentos 1 a 8 que varian en longitud de
nucledtidos de 890 a 2341. Los segmentos 1 a 6 tienen un gen de longitud y
codifican la informacién de una proteina. Los segmentos 7 y 8 comprenden 2
genes que codifican proteinas separadas.

13



’ Segmento \ Proteina ‘

1 PB2
PB1
PA
HA
NP
NA

MTI,M2

NS1,NS2

O ~J| O Ot x| W DN

Tabla 1. Proteinas codificadas por el virus de Influenza A

Cada una de las 8 moléculas de ARN forma un complejo con moléculas de
nucleoproteina, que empacan el ARN en una estructura de hélice. Las nucleo-
proteinas protegen el ARN del medio y facilitan su duplicacion. Alrededor de
este nicleo hay una capa estructural de proteina y finalmente una cubierta li-
pidica. Insertadas en esta membrana estan las proteinas virales hemaglutinina
y neuraminidasa.

La hemaglutinina se dobla en la forma de una paleta, con un tallo y una
esfera. El tallo esta anclado en la membrana del virus. Cada molécula de HA se
asocia con otras 2 formando un trimero. En la parte superior de cada esfera esté
el sitio de reconocimiento o unioén (receptor de acido siélico), donde la HA se
une a las moléculas de acido sidlico presentes en la superficie de los eritrocitos
humanos y las membranas de las células epiteliales del pulmén. Esta es la base
de la hemaglutinacién cuando los virus se mezclan con los eritrocitos y la entrada
de los virus en las células del tracto respiratorio. Los glébulos rojos no tienen
el nucleo necesario para la replicacion viral, mientras que las células epiteliales
del pulmoén si.

La hemaglutinina es ademas un objetivo primario para los anticuerpos neu-
tralizantes, por lo que es un aspecto importante en el desarrollo de drogas y
vacunas.

A pesar de que varios factores virales pueden determinar la restriccion del
rango de huéspedes y la patogenicidad de los virus de influenza A, la evidencia
reciente sugiere que la HA, el antigeno principal en la superficie viral, es un
factor critico para la transmisién eficiente de humano-humano.

La neuraminidasa, que también sale de la membrana viral, es una enzima
compuesta de 4 moléculas que forman un tetramero en forma de caja. Un tallo
delgado es lo que une el tetramero a la membrana del virus. La NA tiene la
habilidad de despegar una molécula de &cido sidlico de la superficie de una
célula o de un virus, lo que reduce la agregacién de muchos virus en una sola
célula y de muchos virus entre si.

Cada virus contiene alrededor de 500 moléculas de HA y 100 moléculas de
NA en su superficie lipidica. Los virus de influenza A son normalmente esferas
burdas de 90 o 100 nm en didmetro aproximadamente.
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Figura 4. Virus de Influenza A [8]

Replicaciéon del virus de Influenza A

Un virus de influenza A entra al citoplasma por endocitosis. Las vacuolas que
contienen a los virus son llevadas a los endosomas que son vesiculas acidas dentro
de la célula. En este ambiente de pH bajo, el trimero de HA cambia su forma y
se libera la ribonucleoproteina del virus en el citoplasma y posteriormente en el
niicleo.

En el nicleo de una célula respiratoria infectada, miles de genes del cromo-
soma de ADN se transcriben en ARN mensajeros que se procesan y se envian
a los ribosomas para sintetizar proteinas. La ribonucleoproteina del virus de
influenza A “roba” pequenos pedazos de estos ARN mensajeros de varios genes
y los usa como primers para la sintesis de ARN mensajeros de influenza usando
los 8 cromosomas de ARN como molde.

La transcripcion de ARN es la funcion de 3 proteinas (PB1, PB2 y PA)
estas proteinas forman una transcriptasa de ARN. El complejo polimerasa viral
extiende el ARN mensajero sintetizando una molécula hibrida parte huésped
(primer) parte viral (extension). Los ARN mensajeros terminados van a los
ribosomas donde son traducidos.

Después de la produccién de proteinas virales, los 8 cromosomas virales
duplicados en miles de copias son rodeados por proteinas. Finalmente, la ribo-
nucleoproteina migra del niicleo a la membrana plasmaética donde se le insertan
las proteinas HA y NA. Esta produccién de virus continta por horas hasta que
la célula infectada muere.
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Figura 5. Replicacion del virus de Influenza A [7]

Epidemiologia del virus de Influenza A

Los anticuerpos contra un virus son muy especificos. Solamente estamos
protegidos por anticuerpos contra un virus que hemos encontrado antes. En
animales y humanos cuando los anticuerpos reconocen y se unen a un antigeno
extrano, lo que reconocen son sitios especificos en la superficie del antigeno
llamados epitopos. El anticuerpo reconoce la composicién quimica y forma del
epitopo.

En el caso de la influenza A, hay 5 epitopos sobre o cerca de la esfera de
la molécula de HA que se sabe unen anticuerpos, lo que entonces neutraliza la
infectividad de este virus. Se denominan sitios A, B, C, D y E.

A veces, las moléculas de HA de 2 virus diferentes difieren en 1 o 2 epitopos
pero son similares en los demas. Hay veces en que la mayoria o todos los 5 sitios
son diferentes. En estos casos se sigue tratando de un virus de influenza A: tiene
HA que une acido sialico, NA y las demas proteinas. La tnica diferencia es que
su HA no une anticuerpos producidos contra la HA de otro subtipo diferente.
Por lo que se han identificado diferentes subtipos del virus de influenza A. Cada
vez que se encontré un anticuerpo especifico para un subtipo de HA diferente se
le dio un namero: H1 a H16. Estos son diferentes inmunologica y genéticamente.
De la misma forma, cada vez que se encontrd un anticuerpo especifico para un
subtipo NA diferente se le dio un nimero: N1 a N9. De modo que diferentes
virus pueden ser caracterizados como por ejemplo HIN1 o H2N6. De acuerdo
con la nomenclatura de la Organizacion Mundial de la Salud cada cepa de
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virus se define por su hospedero animal de origen (especificado si es distinto al
hombre), su origen geogréfico, el numero de cepa, el afio de su aislamiento y
su descripcion antigénica de HA y NA. Por ejemplo, A /Sw/Iowa/15/30 (HIN1)
designa el aislamiento de la cepa A15 que se identifico en cerdos (“swine”) en
Towa en 1930 y que tiene los subtipos antigénicos 1 de HA y NA.

Los virus que llevan los subtipos HA: H1, H2 y H3 se han establecido exito-
samente en humanos, causando en cada caso una pandemia mayor:

= 1918 HIN1 (gripe espaiola)

= 1957 H2N2 (gripe asiatica)

= 1968 H3N2 (gripe Hong Kong)
= 2009 HIN1

A pesar de que la poblaciéon conserva durante su vida inmunidad al antigeno HA
de la cepa que lo infect6 en el pasado, el nuevo subtipo cambia su HA de modo
que los anticuerpos ya no reaccionan con los epitopos de ésta. De alguna forma
la nueva cepa cambié 5 o mas sitios en la molécula de HA simultdneamente.

Debido a que los receptores de acido sidlico son comunes en todas las especies,
no es sorpresa que el virus de influenza A pueda entrar en las células de diferentes
animales y replicarse. Supongamos que un virus humano H3N8 infecta a un pato
que lleva una cepa HIN1 y que ambos subtipos infectan la misma célula. El virus
humano lleva sus 8 cromosomas de ARN. Llamémoslos: 1h-8h. El virus del pato
lleva también sus 8 cromosomas de ARN: 1p-8p. Los cromosomas 1h y 1p estan
relacionados pero no son iguales. Los genes p producen una cepa que crece mejor
en patos, mientras que los genes h producen un virus que se reproduce bien en
los pulmones humanos. Cuando ambos virus se encuentran en la misma célula
en el pulmén del pato, producen las 10 proteinas virales humanas y de pato
respectivamente (20 en total) y luego replican los 8 cromosomas respectivos que
constituyen el genoma viral de la influenza A de humanos y patos. Cuando los
cromosomas recién copiados se empacan en particulas de virus, los 8 segmentos
de ARN h y los 8 segmentos de ARN p (16 en total) pueden acomodarse de
manera independiente y colocarse en diferentes particulas de virus. Imaginemos
que un virus contiene por ejemplo los segmentos: 1h, 2h, 3h, 4p, 5h, 6p, 7h, 8h.
Seis de los cromosomas en este virus son de humano (H3N8) y 2 son de pato
(HIN1). Dado que la mayoria de los genes proviene de la cepa humana, el virus
se replicara bastante bien en humanos. Ademas, esta nueva cepa HIN1 esta en
una poblacion donde los humanos han sido infectados con un subtipo H3NS8,
por lo que no tienen inmunidad hacia él.

Se ha demostrado entonces que diferentes cepas de influenza A pueden infec-
tar la misma célula y que los cromosomas de ARN de estos subtipos se pueden
colocar independientemente en diferentes particulas de virus. El reacomodo ge-
nético de virus de influenza A se ha observado en humanos también.

Ocasionalmente, subtipos de influenza A humanos y animales inician infec-
ciones mixtas, de donde pueden surgir un gran numero de posibles cepas que
contienen diferentes combinaciones de informacién genética de ambos subtipos.
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Algunas de estas combinaciones se seleccionan por su habilidad de presentar un
nuevo antigeno HA a huéspedes previamente inmunizados con un subtipo HA
diferente. Mientras exista una fuente de genes HA con la que no se hayan topado
los humanos previamente, pueden surgir nuevas cepas pandémicas.

El proceso evolutivo se ha acelerado por la habilidad que tiene el virus de in-
fluenza A de reacomodar los genes rapidamente y por la existencia de reservorios
animales que pueden usarse para tener nuevas combinaciones genéticas. Como
resultado, el virus de influenza A tiene muchas oportunidades de sobrevivir y
florecer alrededor del mundo.

Estos cambios antigénicos explican pandemias, pero no las epidemias locales
constantes de influenza A que ocurren entre los anos pandémicos. Una vez que
un nuevo subtipo de virus causa infecciones alrededor del mundo, los siguientes
anos ese subtipo reinfecta algunos individuos previamente infectados. Es decir,
los virus dentro de un subtipo dado (HIN1 por ejemplo) parecen cambiar a tra-
vés del tiempo. Con algunas excepciones, los anticuerpos reconocen como més
cercanos los virus que estan en circulacién al mismo tiempo. Lo que puede su-
ceder es una serie de mutaciones en el gen HA. Consideremos virus producidos
con mutaciones en los epitopos A y B. Estas mutaciones surgieron secuencial-
mente en el mismo virus. De forma que ahora el virus reacciona muy poco con
el anticuerpo de un huésped previamente inmunizado. Es asi como el huésped,
desarmado, puede volver a infectarse con la nueva cepa de virus de influenza A.
La alteracion de 1 o 2 epitopos de HA se conoce como deriva génica en contras-
te con la recombinacion (el cambio completo del segmento de ARN viral que
codifica la proteina HA). Ahora el virus circulante tiene una gran variabilidad
genética y la respuesta inmune del hospedero es variable también. Algunas per-
sonas pueden reinfectarse con un virus de influenza A que ha mutado en un solo
epitopo: A, B, C, D o E.

Es asi como en respuesta al obstaculo impuesto por el sistema inmune de
sus hospederos, el virus de influenza A ha desarrollado 2 modos de cambio
fundamentales: recombinacién y deriva génica.
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Pandemia de Influenza A H1N1 2009

La infeccion que originé la epidemia de influenza A en el afio 2009 es causada
por una variante de la cepa HIN1, con material genético proveniente de una
cepa aviaria, dos cepas porcinas y una humana que sufrié6 una mutacion y dio
un salto entre especies (o heterocontagio) de los cerdos a los humanos, para
después dar lugar al contagio de persona a persona. El 11 de junio de 2009 la
OMS clasifico la epidemia como de nivel de alerta seis; es decir, "pandemia en
curso". Para poder clasificar una epidemia en dicho nivel, debe haber brotes
comunitarios (ocasionados localmente sin la presencia de una persona infectada
proveniente de la region del brote inicial). Este nivel de alerta no se relaciona
con la gravedad de la enfermedad producida por el agente patdgeno, sino por la
extension geografica que abarca la epidemia. El 10 de agosto de 2010 la OMS
anunci6 el fin de la pandemia, 14 meses después y luego de haberle dado la
vuelta al mundo. La pandemia tuvo una mortalidad baja, en contraste con su
amplia distribucion. En las figuras 6 y 7 se muestra comparativamente de manera
global la evolucién de la epidemia en tres etapas: unos cuantos dias después de
declarada la contingencia en México, un mes después y un ano después.

Pandemic (H1N1) 2009 Status as of 27 April 2009
Countries, territories and areas with lab confirmed cases and number of deaths as reported to WHO
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Figura 6. Casos confirmados y muertes debidas a la pandemia de influenza
A HIN1 al 27 de abril de 2009 [9]
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Pandemic (H1N1) 2009 Status as of 27 May 2009
Countries, territories and areas with lab confirmed cases and number of deaths as reported to WHO
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Pandemic (H1N1) 2009 Status as of 25 April 2010
Countries, territories and areas with lab confirmed cases and number of deaths as reported to WHO
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Figura 7. Casos confirmados y muertes debidas a la pandemia de influenza
A HIN1 al 27 de mayo de 2009 y al 25 de abril de 2010 [9]
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Modelo de la interaccién del virus
de Influenza A con el sistema
inmune y células del tracto
respiratorio

En este capitulo se sientan las bases para desarrollar un enfoque celular
en el estudio de la dinamica del virus de influenza A. Para ello se discuten
brevemente trabajos anteriores donde se presentan diversas alternativas para
entender la dindmica infecciosa. A continuacion se plantea el modelo a estudiar
que involucra las poblaciones viral, epitelial e inmune asi como los parametros
y una descripcion del método utilizado.

Antecedentes

Los procesos bésicos virales e inmunes de una infeccién tipica de influenza
en humanos se llevan a cabo en varios érganos e involucran diversos sistemas.
Esta establecido que las interacciones virus-células epiteliales estan confinadas
al compartimento de epitelio del pulmén en las partes superiores y centrales
de las vias respiratorias. La activacion, proliferacion y diferenciacion de células
inmunocompetentes estd localizada en tejido linfatico asociado a pulmén. Los
procesos de muerte de células infectadas por medio de células T y la neutrali-
zacion de virus de influenza por anticuerpos se dan en el espacio mucoso de las
partes superiores y centrales de las vias respiratorias (ver figura 8).

Esta dindmica ha sido descrita, entre otros, en el trabajo de Bocharov y
Romanyukha [1] donde se modifica y extiende el sistema de ecuaciones del mo-
delo matemético de la respuesta inmune antiviral, aplicado anteriormente a la
infeccion aguda del virus de hepatitis B (Marchuk 1991), para describir cuan-
titativamente los mecanismos principales de una infeccion de influenza A. El
modelo considera los componentes celular y humoral antigeno-especificos y los
componentes interferéon como respuesta inmune antiviral. De modo que el mo-
delo matematico desarrollado permite tener referencias directas con la realidad
biolégica. La contribucién de los parametros virus-tejido sensible, interferon y
procesos inmunes especificos del virus de influenza A a las variaciones de la
duracion y gravedad de la infeccion se estiman cuantitativamente con estudios
de sensibilidad. Se muestra que las variaciones en los parametros del sistema
virus-célula epitelial son los mas influyentes en la gravedad de la infeccion, més
que aquellos de la respuesta inmune antiviral.
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Figura 8. Esquema de la organizacién espacial de los procesos de defensa
durante una infeccién viral del sistema respiratorio humano [1] a) Tejido linfoide
asociado a pulmon 1. adenoides 2. amigdalas 3. tejido linfoide asociado a bronquios b) Bron-
quios y tejido linfoide asociado a bronquios 4. lumen de los bronquios 5. epitelio ciliado 6.
nodulo linfatico 7. nodo linfatico 8. vasos linfaticos 9. vasos sanguineos 10. bazo ¢) i) Estado
normal de la pared bronquial ii) Estado patologico de la pared bronquial 11. mucosa y fluido
del revestimiento de las vias respiratorias 12. epitelio ciliado 13. linfoepitelio 14. membra-
na basal 15. nddulo linfatico 16. vaso sanguineo 17. dafio al epitelio inducido por virus 18.
infiltracién y exudacién del capilar

Similar a este trabajo se encuentra el de Hancioglu et.al. [2] en el que se pre-
senta un modelo dindmico simplificado de la respuesta inmune a una infeccién
sencilla de influenza A, que se enfoca en el control de la infeccion por medio
de la inmunidad innata y adaptativa. La inmunidad innata esta representada
por la resistencia a la infeccion de células epiteliales respiratorias inducida por
interferon y por la eliminaciéon de células infectadas gracias a células efectoras
(células T citotoxicas y células asesinas naturales). La inmunidad adaptativa
esta representada por anticuerpos especificos contra el virus. En este caso, se
explora el efecto de la carga viral inicial en la gravedad y duracion de la enfer-
medad y se realiz6 un analisis de sensibilidad sobre los pardmetros del modelo
para explorar cuales tienen mayor influencia en el comienzo, duracién y grave-
dad de la infeccién. Los resultados muestran que la respuesta inmune cae en
una de las siguientes 3 categorias dependiendo de la carga viral inicial: enfer-
medad asintomatica, enfermedad tipica y enfermedad severa. De igual forma,
una virulencia alta corresponde en este modelo a valores grandes de los para-
metros que caracterizan la tasa de infeccion de células epiteliales y la tasa de
secrecion de particulas de virus por las células epiteliales infectadas. El analisis
de sensibilidad sugiere también que la respuesta innata es una linea de defensa
no especifica temprana importante.
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En el trabajo de Baccam et.al. [3] por su parte, se utilizan una serie de mo-
delos matematicos, cuya complejidad incrementa, que incorporan limitacién de
células blanco. Los modelos se ajustaron a datos experimentales de una infec-
cion de influenza HIN1 y muestran que tanto en el modelo simple como en el
que se maneja un retraso en la produccion de virus, la infeccion desaparece sin
la accion de interferon o del sistema inmune. La recuperacion de la infeccion
en este modelo es consecuencia de la limitacién de células blanco. Se muestra
que cerca del pico de la carga viral la mayoria de las células blanco ha sido
eliminada. Esto pareciera excluir la posibilidad de que la infecciéon dure de 6 a
8 dias, tal como se observa. Sin embargo, a pesar de las pocas células blanco
restantes, el modelo puede efectivamente sostener la infeccion hasta 6 a 8 dias.
El dano causado a las células epiteliales durante una infecciéon de influenza es
dificil de estimar. Romanyukha sugiere que en el pico de la infeccién entre 30 y
50 % de las células epiteliales en el tracto respiratorio superior son destruidas.
Aqui se encontréd que la fraccion de células muertas en el pico de la carga viral
estaba entre 37 y 66 %.

Lee y colaboradores [4] presentaron a su vez un trabajo en el que se muestra
un modelo matematico de 2 compartimentos (pulmoén y sistema linfatico) que
cuantifica la interaccion entre la replicaciéon viral y la inmunidad adaptativa. Se
evaltan las contribuciones individuales de: presentacién de antigeno, ayuda de
células T CD4, citoxicidad mediada por células T CDS8, células B y anticuerpos,
para controlar la infeccion del virus de influenza A. EI modelo representa resul-
tados experimentales publicados sobre la infeccion del virus de influenza y se
usé para generar diferentes escenarios de respuesta inmune. El modelo predice
que las drogas que limitan la infeccion viral y/o la produccion viral deben ser
administradas dentro de los primeros 2 dias de infeccién, con un beneficio de
combinacién de terapia cuando se administra tempranamente. También que las
células T CD8 citotoxicas en el pulmoén son tan efectivas para la desapariciéon
viral como los anticuerpos neutralizantes al momento que se presenta la infec-
cion. Ademas se hizo un analisis de sensibilidad para determinar que parametros
tienen una mayor influencia para desaparecer el virus.

Posteriormente, Mitchell et.al. [5] comparan diferentes cepas de virus de
influenza (H5N1 aviar, HIN1 estacional y HIN1 2009 pandémica) infectando
células epiteliales bronquiales humanas. Se utilizaron ecuaciones diferenciales y
modelos computacionales para caracterizar la cinética in vitro de estas 3 cepas.
Los modelos fueron calibrados ajustando los datos experimentales para estimar
parametros dificiles de medir. Los resultados de ambos enfoques reproducen
adecuadamente los datos experimentales para cada cepa de influenza. No hubo
gran diferencia en la tasa de infeccion entre las cepas, lo cual es consistente con
la hipotesis de que las diferencias en la productividad de cada cepa son funcién
de la eficiencia de replicacién intracelular, no de la eficiencia de entrada a la
célula o la selectividad.
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Modelo Matematico

A continuacién se describe el modelo de la respuesta inmune contra la infec-
cion del virus de influenza, que toma en cuenta los antecedentes mencionados.
La infeccién empieza cuando los virus de influenza (V') entran al tracto res-
piratorio del hospedero e infectan células epiteliales (Ep) dentro de las vias
respiratorias y el parénquima pulmonar. A continuacioén, la infeccion estimula
que las células dendriticas inmaduras (D;) presentes en el pulmén adquieran
virus y se conviertan en células dendriticas con virus (D*) capaces de presentar
antigeno a células T y B. Las células dendriticas con virus capaces de preparar
células colaboradoras, citotoxicas y secretadoras de anticuerpo se convierten en
células maduras (Djs) que activan células T CD8 inmaduras (T) las que a su
vez se diferencian en células T efectoras (Tg). Las Tr eliminan células epitelia-
les infectadas (E%). Las Dy activan también células T CD4 inmaduras (Hy)
que se diferencian en células T CD4 efectoras (Hg). La activacion de células B
inmaduras (By) requiere de Dy; y Hp para tener células B activadas (Bg). Se
considera también 2 poblaciones separadas de células secretadoras de anticuer-
po (A), de corta (Pg) y larga vida (Pr,). Estas interacciones fueron utilizadas
en la construccion de un sistema de 15 ecuaciones diferenciales ordinarias que
describen la dinamica de las variables principales que se encuentran en la tabla
2, y corresponden a los componentes de la respuesta inmune mostrados en la
figura 9.

Las ecuaciones diferenciales del modelo que describen los eventos en el pul-
mon son:

d

£EP = 0p(Eo — Ep) — BeEpV, (1)
d _« * *
%EP = PeEpV — kg EpYTE — 0+ Ep, (2)
d *
%V = ’ﬂ'vEP - va - vaA, (3)
d
%Di = 0p(Do — Di) — BpDiV, (4)
d * *
SD" = BpDiV = 8y D" (5)

En el compartimento linfatico son:

d #
%DM =kpD — dpmDuwm, (6)

d
%HN = dun(Hno — Hx) — muDuv Hn, (7)

24



d
—Hg = maDm HN + pu DmHE — 0 Dum HE,

dt
d
ETN = drn(Tno — In) — 7 Du T,
d
aTE = mrDuIN + prDuTE — o1 DuTE,
d
@BN = 0g(Bno — Bx) — m8 DmBn,

d
aBE = mg D BN + p(Dwm + hHg)Bg — 6ga Br — msBr — m1, He Br,

d
— Py = mgBg, — 0g P
g8 = msbe —0sts,

d
£PL = m,Hg By — 0L P,

d
%A = masPs + mar, P, — 04 A.
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Figura 9. Diagrama del proceso de infeccion y la respuesta inmune corres-

pondiente

26



El sistema de ecuaciones del modelo involucra una gran cantidad de parame-
tros, inherentes a procesos fisiologicos y de la interaccion viral y celular. Estos
han sido escogidos para reproducir resultados experimentales y se encuentran
en la tabla 2. De igual forma en la tabla se encuentran definidas las poblaciones
iniciales de virus y demaés células involucradas.

Tabla 2. Definiciones de las variables y pardmetros del modelo y sus valores
iniciales [4]

’ Variable \ Definicién \ Valor Inicial
Ep Células epiteliales no infectadas 5x10°
Ep* Células epiteliales infectadas 0

A% Virus 10
Di Células dendriticas inmaduras 103
D* Células dendriticas con virus 0
Du Células dendriticas maduras 0
Hx Células T CD4 inmaduras 10°
Hg Células T CD4 efectoras 0
TN Células T CDS8 inmaduras 10°
Tg Células T CDS8 efectoras 0
Bn Células B inmaduras 10°
Bg Células B activadas 0
Pg Células secretadoras de anticuerpo de corta vida 0
Py Células secretadoras de anticuerpo de larga vida 0
A Anticuerpo antiviral 110.2
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’ Pardmetro \ Definicion Valor ‘
Eo Nimero inicial de células epiteliales 5x10°
0E Tasa de muerte de las células epiteliales no infectadas (dz’ail) 1073
BE Tasa de infeccion de células epiteliales [dz’ail (EID5o/ml)_1] 7x107°
Op+ Tasa de muerte de células epiteliales infectadas (dia‘l) 1.2
kg Tasa de muerte de células epiteliales infectadas debida a células T CD8 (dz’a_l) 1.19x1073

ol Factor de migraciéon de células T CD8 0.15
Ty Tasa de producciéon de virus por células epiteliales infectadas [(EID5o/ml) diail] 1.9
cy Tasa de desaparicion (clearance) del virus (dz’ail) 1
ky Tasa de neutralizacién de virus por anticuerpos (dz’ailtiterfl) 4x1073
Dy Nimero inicial de células dendriticas 103
op Tasa de muerte de células dendriticas (dia’l) 1073
Bp Tasa de infeccion de células dendriticas [diafl (EID50/ml)71] 1072
Op~ Tasa de muerte de células dendriticas infectadas (diail) 2.9
kp Tasa de procesamiento de antigeno (diail) 200

OpM Tasa de muerte de células dendriticas maduras (dz’ail) 0.5
Hpo Numero inicial de células T CD4 inmaduras 103
OHN Tasa de muerte de células T CD4 inmaduras (dz’a’l) 2x1073
TH1 Tasa de activacion maxima de células T CD4 inmaduras (dia’l) 1.5
TH2 Numero de cél Dy para la mitad de la activacién méaxima de cél Hy 102
PH1 Tasa de proliferacién maxima de células T CD4 efectoras (dz’a‘l) 1.51
PH2 Niamero de cél Dys para la mitad de la proliferacion maxima de cél Hy 4x103
0H1 Tasa de desaparicion maxima de células T CD4 efectoras (dz’ail) 04
OH2 Numero de cél Djs para la mitad de la desaparicion maxima de cél Hy 1
Two Nidmero inicial de células T CD8 10°
OTN Tasa de muerte de células T CD8 inmaduras (diail) 2x1073
T Tasa de activacion méaxima de células T CD8 (dz’ail) 3
T Ntimero de cél Dys para la mitad de la activaciéon maxima de cél T 102
PT1 Tasa de proliferacion méxima de células T CD8 efectoras (dia’l) 2.6
P12 Niamero de cél Djs para la mitad de la proliferacion maxima de cél Tg 4%103

o1 Tasa de desaparicion maxima de células T CD8 efectoras (dz’ail) 0.75
o079 Numero de cél Dys para la mitad de la desaparicion maxima de cél Tg 1
Bno Nimero inicial de células B inmaduras 103
op Tasa de muerte de células B inmaduras <dz’a_1> 2x1073
T™B1 Tasa de activacion maxima de células B inmaduras (dz’a‘l) 3
TRB2 Nuamero de cél Dy, para la mitad de la activacién méxima de cél By 10%
pPB1 Tasa de proliferaciéon méaxima de células B activadas (diail) 2.6
PB2 Namero de cél Dy para la mitad de la proliferacion maxima de cél Bg 4x10°
0BA Tasa de desaparicion de células B activadas (dz’a‘l) 0.9
TS Tasa de diferenciacién de Bg en Pg (dz’a‘l) 1073
T Tasa de diferenciacién de Bg en Py, (dia’l) 8x107Y

ds Tasa de muerte de Pg (dz’a’l) 0.1

or, Tasa de muerte de P, (dicfl) 3x1072
TAS Tasa de secrecion de anticuerpo por Pg (diail) 0.06
TAL Tasa de secrecion de anticuerpo por P, (dz’ail) 0.8
0A Tagg, de desaparicién de anticuerpo (dz’ail) 0.04



Los parametros mg, pg y 0y se obtienen de la siguiente manera:

TH1
___Tm 16
T Dyr + 72 (16)
PH1
S — 17
PH Dy + pre (an
0H1
og= ————. 18
T Dyt + 6w (18)

De igual forma se obtienen 7p, pr 07, T y pp a partir de sus respectivos
parametros.

Para caracterizar la dindmica del sistema se obtuvieron soluciones numéricas
del sistema de ecuaciones con los valores iniciales de las variables y los valores de
los parametros en la tabla 2. Para obtener tales soluciones se utiliz6é un soluciona-
dor general numérico de ecuaciones diferenciales: N DSolve de M athematicap)
, €l cual puede manejar un gran rango de ecuaciones diferenciales ordinarias, asi
como ecuaciones diferenciales parciales.

El programa representa aproximaciones numéricas a funciones como objetos
de una funcién interpoladora. Estos objetos son funciones que, cuando se aplican
a un tiempo particular ¢, regresan el valor aproximado de la funcién z (t) en ese
punto. La funcién interpoladora almacena eficientemente una tabla de valores
para z (t;), luego interpola esta tabla para encontrar una aproximacion a x (t)
en el tiempo particular ¢ que se solicito.

En general, el programa encuentra soluciones iterativamente. Empieza en
un valor particular de ¢, luego hace una secuencia de pasos, tratando de cubrir
eventualmente el rango completo t,,;, a t;,q,. Para poder empezar se requieren
las concidiones iniciales o de frontera apropiadas para las x (t) y sus derivadas
y se puede usar para resolver sistemas de ecuaciones diferenciales acopladas
siempre que cada variable tenga el nimero adecuado de condiciones.

Como se mencioné anteriormente, el programa trabaja tomando una secuen-
cia de pasos en la variable independiente ¢ y utiliza un procedimiento adaptativo
para determinar el tamano de estos pasos. Generalmente, si la solucién parece va-
riar rapidamente en una region particular, entonces reducira el tamano del paso
para poder localizar mejor la soluciéon. A pesar de su procedimiento adaptativo
es capaz de resolver ecuaciones diferenciales donde hay multiples componentes
que varian con t a tasas muy diferentes. Continua el procedimiento general de
reducir el tamano del paso hasta que alcanza las soluciones adecuadamente.

El programa tiene varios métodos intrinsecos diferentes para calcular solu-
ciones, asi como un mecanismo para métodos adicionales. Con la version default
M étodo — Automdtico, se elige un método que sea apropiado para las ecuacio-
nes diferenciales a considerar. Los métodos consisten de variaciones del método
iterativo RungeKutta. En general, no es posible determinar la naturaleza de las
soluciones de ecuaciones diferenciales sin de hecho resolverlas, por lo que los
métodos autométicos por default son buenos para resolver una gran variedad
de problemas.
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De modo que cuando el programa utilizado calcula una solucién, hay tipi-
camente tres fases. Primero, las ecuaciones son procesadas, usualmente en una
funcién que representa el lado derecho de las ecuaciones en forma normal. Luego,
la funcion se usa para iterar la solucion de las condiciones iniciales. Finalmente,
la informacién guardada durante el proceso de iteracion se procesa en una o més
funciones interpoladoras.

La estructura de las ecuaciones del modelo utilizado es tal que Mathematica g,
permite una forma muy completa de la solucién del problema en estudio. Gra-
cias a los graficos permite primeramente obtener los comportamientos de las
variables del modelo a lo largo del tiempo. Asimismo permite llevar a cabo con
facilidad variaciones en los parametros del sistema, por lo que en la primera
parte se hace un andlisis detallado de éstos, asi como variaciones menores en
la forma de las ecuaciones, lo que lleva a incluir términos de terapia o factores
de recuperacién y observar las modificaciones en el comportamiento. De igual
forma permite llevar a cabo un analisis con un enfoque diferente: el espacio fase,
considerando ahora la relacién entre grupos de variables. Dada la naturaleza
del proceso iterativo de soluciéon permitié también considerar las soluciones a
tiempos largos y observar los cambios correspondientes.

30



Resultados

En esta seccién se presentan resultados derivados del sistema de ecuaciones
1-15 que describen la dindmica de las poblaciones virales, celulares y de compo-
nentes del sistema inmune involucradas en la infeccién por el virus de influenza
A. A continuacion, se realiza un analisis de cémo se modifica la dinamica al
cambiar los parametros mas relevantes. Posteriormente, se examina el efecto de
drogas antivirales. También se realiza un estudio en el espacio fase definido por
las variables del modelo. Finalmente se presentan los resultados de considerar
la dindmica de la infeccién a largo plazo.

Dinamica celular y viral

La dinamica de las poblaciones involucradas en la infeccion por el virus de
influenza A se presenta en la figura 10. Debido al amplio intervalo de variabilidad
de las poblaciones, los resultados se muestran en escala logaritmica (notemos que
son permisibles ain valores negativos en esta escala). Dado que estos resultados
reproducen los presentados en la referencia [4] juegan el papel de control en
nuestro estudio.

En la figura 10A se muestra la poblacién de células epiteliales infectadas y no
infectadas. Se puede observar como el nimero de células epiteliales no infectadas
disminuye més de tres 6rdenes de magnitud en los primeros dos dias de la
enfermedad y le sigue una lenta recuperacion. Esta aproximacion no es realista
pues implicaria una situacion letal para el paciente. Se muestra también que se
alcanza el maximo en las células epiteliales infectadas el segundo dia después de
la infeccidn, tal como para la carga viral (10B). Un comportamiento semejante
se observa para el caso de las células dendriticas inmaduras e infectadas (10C).
Por otro lado, se muestra que las poblaciones de células T (10D, 11A), al igual
que las células B (11B) alcanzan su méximo alrededor del dia ocho. Esto es
consistente con los tiempos caracteristicos de la respuesta inmune adaptativa.
También se muestra, considerando un tiempo maés largo (alrededor de 100 dias),
las poblaciones de células secretadoras de anticuerpo, asi como los anticuerpos
mismos (11C y 11D).

Estos resultados nos hacen pensar que si bien se obtienen comportamientos
cualitativos esperados en la dinamica de la infeccién, es necesario realizar un es-
tudio cuidadoso de los parametros involucrados que conduzca a una descripciéon
realista de la dindmica que eventualmente dé lugar a sugerencias terapéuticas o
de prevencion factibles.
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Figura 10. Variacién con el tiempo en escala logaritmica de las poblaciones
involucradas en la infeccion por el virus de influenza A
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Figura 11. Variacién con el tiempo en escala logaritmica de las poblaciones
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En particular nos enfocaremos al estudio a la dindmica de las células epi-
teliales no infectadas (sanas), aquellas infectadas y la carga viral, ya que estas
poblaciones presentan cambios drésticos y es justamente entre ellas donde inicia
la infeccion.

Uno de los pardmetros de mayor interés es la tasa de infeccion de las célu-
las epiteliales Sg. En el modelo presentado se considera una tasa de infeccion
constante, por lo que se investigaron valores de S mayores y menores al control.

t(dias)

(ep)’[t]
6

. . " . . . 1\4 t(dias)

A: Céulas epiteliales no infectadas: e fg[c] = 7 « 10 5[control] Be =5Be[c] Be =10 pBglc]
*Be =50 pe(c]
B: Céulas epitelidesinfectadas: e Sg[c] = 7 « 10->[control] e B = 5 Be(C] e B3 =10 Bg(c]
*Be =50 Bg[c]

Figura 12. Variacion con el tiempo en escala logaritmica de las células epi-
teliales no infectadas e infectadas al considerar una tasa de infeccién de células
epiteliales mayor
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En la figura 12 se puede observar que con una tasa de infeccion de S =
108g[c] o mayor el namero de células epiteliales no infectadas disminuye casi
en su totalidad en los primeros 2 dias. Adicionalmente se observa una lenta
recuperacion que en todos los casos tiende al mismo valor. Como consecuencia
para todos los casos las células epiteliales infectadas llegan a un valor maximo
que es practicamente el mismo y desaparecen en un periodo de 6 dias.

Por otro lado, como se muestra en la figura 13, para una tasa de infeccion de
Br = i BEelc] la disminucion de las células epiteliales no infectadas es del mismo
orden de magnitud que el valor inicial de éstas. Mas ain como se puede apre-
ciar en la escala lineal (figura 13B) se reducen tnicamente en un 30 %, lo cual
corresponde con el hecho de que en el pico de la enfermedad aproximadamente
del 30 al 50% del epitelio de las vias respiratorias superiores es destruido [1].
Por su parte cuando fg = % BEelc] las células epiteliales no infectadas se man-
tienen practicamente constantes. Ademas, en ambos casos hay una disminucién
apreciable de las células epiteliales infectadas.
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Figura 13. Variacion con el tiempo en escala logaritmica de las células epi-
teliales no infectadas e infectadas al considerar una tasa de infeccién de células
epiteliales menor
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Es notable que en el modelo la poblacion de células epiteliales no infectadas
no se recupera aun para tasas de infeccion relativamente bajas, lo cual daria
lugar a que el paciente que se ha recobrado de la enfermedad no alcance los
niveles homeostaticos celulares anteriores a la infeccién como suele ocurrir en
los sistemas vivos. Por tanto, es conveniente extender el sistema introduciendo
un factor de recuperacion celular. Las ecuaciones del modelo se modifican de la
siguiente forma:

diEP = 5E(E0 — Ep) — BrEpV + pEp (1 - EP) , (19)
t Ey
las demas ecuaciones conservan la forma original.

La forma logistica del término de recuperacién estd asociada a la limita-
cion de nutrientes y factores de crecimiento y transcripciéon genética necesarios
para un tipo celular determinado. También esta relacionado con el control de
poblaciones dando lugar a poblaciones finitas.

Para determinar el orden de magnitud que debe tener el factor de recupera-
cion p, se determina primero la solucién estacionaria de la ecuacién anterior

d
L Ep=o0.
at "

La ecuacion cuadratica resultante tiene como solucién

p—0p— eV £/ (p + BeV — p)* + dpdi
_ o |

p (20)

Tomando como valores iniciales Ep = Ey y V = 0, se obtiene que la tasa
de recuperacion p tiene la misma magnitud que la tasa de muerte dg. Por lo
tanto, debido a que 5 = 1073, p debe ser entonces p = 1036 para compensar
dicho factor, es decir, para que la poblacién de células epiteliales no infectadas
se recupere. De forma comparativa en la figura 14 se muestra la dinamica de
Ep para diferentes tasas de recuperacién, eligiendo primeramente una tasa de
recuperacion del mismo orden que §g, e incrementandola sucesivamente en un
orden de magnitud.

Cabe notar que la tasa §g es una tasa de recambio, es decir, la velocidad de
creacion y destrucciéon de células epiteliales y que la tasa de creaciéon dgFy de
estas células suele determinarse por consistencia entre la poblacién en equilibrio
y la razon a la cual desaparece.

d
S Ep =T —6xFE, = 21
b eEp =0 (21)
Fy=— (22)
0E
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Figura 14. Variacion con el tiempo en escala logaritmica de las células epi-
teliales no infectadas e infectadas al considerar un factor de recuperacion
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A continuacién se realizo el analisis del efecto de la variacién de los para-
metros sobre el comportamiento de la carga viral. Los pardmetros se variaron
uno a uno, manteniendo el resto constantes en los valores control. Se presentan
graficas para aquellos parametros cuyos cambios en el comportamiento general
de la carga viral fueron mas significativos. En la figura 15 se puede apreciar que
al disminuir la tasa de infeccién de células epiteliales Sg, asi como la tasa de
produccién de virus 7y, la carga viral disminuye notablemente y el tiempo que
toma en desaparecer al virus es aproximadamente el mismo. Por otro lado, al
variar la tasa de desaparicién del virus, cy, se modifica la forma de crecimiento
de la carga viral. En todos los casos el descenso posterior al maximo parece
ocurrir a dos tasas. Esto pudiera estar relacionado con las distintas tasas de
desaparicion de las células infectadas: epiteliales y dendriticas.

En cuanto a los pardmetros que afectan primordialmente el tiempo que toma
desaparecer el virus, se pueden observar en la figura 16. Claramente al disminuir
la tasa de neutralizacion de virus por anticuerpos ky y la tasa de procesamiento
de antigeno kp, aumenta el tiempo que dura la infeccién. Y se observa como
nuevamente intervienen tasas relacionadas con las otras células infectadas: las
dendriticas.

Nuestro analisis revela que la tasa de infeccion de las células epiteliales juega
un papel importante, tal como se mostro en las figuras 12 y 13, lo cual muestra
la importancia de este parametro en el desarrollo de la enfermedad. Asimismo,
como era de esperarse, los otros parametros que mas afectan la carga viral son
precisamente la tasa de produccion de virus y la tasa de desaparicion (clearance)
del mismo. El anélisis anterior permite entonces reconocer parametros clave para
entender la enfermedad.
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Figura 15. Variacion con el tiempo en escala logaritmica de la carga viral
ante cambios en los parametros (Sg= tasa de infeccion de cel epiteliales; my =
tasa de produccion de virus; cy— tasa de desaparicion de virus (clearance))

40



t(dias)

t(dias)

t(dias)

t(dias)

eky[c] =4 +103[control] eky=10ky[c] eky=0.1ky[C]
e 5p [C] = 2.9 [control] e6p =106p[c] ®6p =0.16p [C]
ekp[c] =200 [control] ekp=10kp[c] ekp=0.1kp[cC]
® Spu[c] = 0. 5 [control] e 5pv=106pu(c] @ Spv= 0.1 6py(cC]

90 wW>»

Figura 16. Variacion con el tiempo en escala logaritmica de la carga viral ante
cambios en los parametros (ky = tasa de neutralizacion de virus por anticuerpos;
dp+~= tasa de muerte de cel dendriticas infectadas; kp= tasa de procesamiento
de antigeno; dpy = tasa de muerte de cel dendriticas maduras)

41



Dinamica de la infeccién ante terapia antiviral

Se considera también la introduccién en el modelo de dos drogas antivirales
con eficacias €; y €y respectivamente, que acttian de manera conjunta (combi-
nacion terapéutica). La primera opera bloqueando la infeccién de células epi-
teliales. La segunda inhibe la produccién de virus por células infectadas. Las
ecuaciones del modelo se modifican de la siguiente forma:

d
%EP =0p(Fo — Ep) — e (1 —€1) EpV, (23)
d * * *
%EP =pPe(1—e)EpV — kg EpyIg — - Ep, (24)
d *
£V:7TV (1762)EP 7CVV7]€\/VA, (25)

las demés ecuaciones conservan la forma original. En la grafica 17 podemos
observar que como era de esperarse al incrementar la eficacia de la terapia las
células epiteliales no infectadas disminuyen en una proporciéon menor. Incluso,
basta tener una combinacion terapéutica de una eficacia del 75 % (en el caso
ideal es 100 % efectiva) para que las células epiteliales no infectadas se manten-
gan, para fines practicos, constantes en su valor inicial. Las células epiteliales
infectadas y la carga viral, por su parte, disminuyen marcadamente con drogas
de esta eficacia. Notamos ademés que este comportamiento es similar al que
induce la disminucién de la tasa de infeccién de células epiteliales Sg segun se
observa en la figura 13, por lo que a continuaciéon se busca determinar la modifi-
cacién en el comportamiento de las poblaciones al tener ahora terapia antiviral
con una tasa de infeccion mas realista: Sg = iﬂE [c]. Debido a que las células
epiteliales no infectadas son las que presentan el cambio méas drastico, en la
figura 18 se muestran en escala lineal para poder apreciar los nuevos valores.
En el caso de las células epiteliales infectadas y la carga viral se utiliza la escala
logaritmica utilizada anteriormente. Se obtiene que atin con una combinacién
de terapia 25 % efectiva, las células epiteliales no infectadas presentan una dis-
minucién mas cercana a la realidad. En este caso es con una combinacién de
terapia 50 % efectiva que las células epiteliales no infectadas se mantienen para
efectos practicos constantes y las células infectadas y la carga viral disminuyen
notablemente.
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Figura 17. Variacién con el tiempo en escala logaritmica de las células epi-

teliales no infectadas, infectadas y la carga viral al considerar combinacién te-
rapéutica con diferente eficacia
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Figura 18. Variacién con el tiempo en escala logaritmica de las células epiteliales
no infectadas, infectadas y la carga viral al considerar combinacién terapéutica con
diferente eficacia para una tasa de infeccién de células epiteliales Sz = X 8g[c|
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Dinamica de la infeccién en el espacio fase

Para tener un panorama mas amplio de la dindmica de la infeccion se realizo
un andlisis de la dependencia mutua de las variables del modelo en el espacio
fase. En particular consideremos los planos fase V' vs E;, V vs Epy Ep vs
Ep. En la figura 19 observamos un ciclo en V' vs Ey, en forma similar al que se
presenta en modelos de dindmica de poblaciones predador-presa. En cambio, en
los planos V vs Ep y Ep vs E; observamos como cada poblaciéon alcanza los
valores maximos que se determinaron previamente y se definen trayectorias no
periddicas en el espacio fase, es decir, no se cierran. Esto esta relacionado con
el hecho de que en el plano V' vs E;, ambas variables tienen el mismo tipo de
crecimiento, mientras que en los planos V vs Ep y Ep vs E; una variable crece
y la otra disminuye.

Debido a que el estudio del espacio fase permite estudiar la dindmica de una
forma cualitativa, se hizo a continuacién la prueba de céomo se modifican las
curvas al cambiar los parametros que se encontrdé previamente causaban cam-
bios notables en la carga viral, es decir, Sg, my y cy. En las figuras 20, 21 y
22 se puede observar que la variacién de los parametros se refiere basicamente
a un cambio en el tamano de la curva, es decir, un cambio en la escala mas el
comportamiento se mantiene (el ciclo sigue siendo un ciclo y las curvas abiertas
siguen siendo abiertas). Solamente para el caso del plano V vs Ep se pueden
apreciar pequefios cambios en la forma de la trayectoria. Consideremos la va-
riacion de la tasa de infeccion de células epiteliales S (figura 20). Se observa
que al aumentar esta tasa existe una disminucién en la carga viral. Esto puede
ser debido a la eficiencia en el proceso de infeccién, mostrando que el parametro
control refleja un proceso de infecciéon mas eficiente que aquel que tiene una
tasa mayor. Sin embargo, en todos los casos de este plano la estructura general
de la trayectoria es que parte de cero, llega a un maximo y decrece de manera
paulatina.
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Figura 19. Plano fase

46



V(t)
200000
150000
100000

50000

: . . . It
50000 150000 250000 350 O(S%P) 1

V(t)
200000
150000
100000

50000

: : t
100000 300000 500006

ep(t)
500000

400000¢
300000
200000
100000+

L * t
50000 150000 250000 350 066')) M

ABC: epglc] =7+10°[control] B =2pe[c] eBe=1felc)

Figura 20. Anaélisis del plano fase ante la variacion de parametros (8= tasa
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Con el propésito de estudiar la dindmica de la infeccion a largo plazo se ex-
tendio el analisis en el espacio fase hasta un tiempo de un ano después del inicio
de la infeccién. Los resultados se muestran en la figura 23. Se puede apreciar
la aparicién de rizos alrededor del origen de coordenadas. Estos pueden inter-
pretarse como recurrencias en la infeccién asociadas (aparentemente) a virus
remanente que no ha sido eliminado por la accién del sistema inmune. Esto se
discutira en la siguiente secciéon.

A
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A: Céulas epitelialesinfectadasy cargavira
B: Células epiteliales no infectadasy cargaviral
C: Cédulas epitelialesinfectadas y no infectadas

Figura 23. Plano fase para tiempos largos
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Dinamica a largo plazo de las poblaciones celulares
y virales

Los rizos observados en las trayectorias del espacio fase llevaron a considerar
entonces la realizacién del andlisis del comportamiento de las variables del mo-
delo a lo largo del tiempo para tratar de determinar recurrencias en la infeccion.
La figura 24 muestra las variables en las cuales se ha enfocado el estudio.

Se puede ver que ain cuando parecia que la infeccién habia desaparecido del
todo, ésta regresa alrededor del dia 200, es decir, unos 7 meses después de la
primera infeccién. Mas atn, el resurgimiento de la infeccién no desaparece sino
que alcanza un valor estacionario. En la figura se muestra la evolucién a través
de 2 anos en el tiempo.

Esta imposibilidad de eliminar el virus, aun cuando puede ser un artificio
del modelo, puede tratarse de un resurgimiento de la viremia asociado en este
modelo a virus remanente. Existen evidencias clinicas de este comportamiento
en infecciones asociadas a retrovirus, como es el caso del VIH [11], [12] y [13], en
el cual se ha observado que cuando se administra terapia antiretroviral altamente
activa a pacientes infectados de VIH por periodos largos de tiempo, la mayoria
de los pacientes alcanza cargas virales que son indetectables por las pruebas
estdndar (cantidad de ARN de VIH < 50 copias/ml). Los pacientes pueden
continuar presentando cargas virales por debajo de los limites de estas pruebas
por afos. Sin embargo, en algunas ocasiones la carga viral puede encontrarse por
arriba del limite de deteccion. Puede ser que estos “blips” en la carga viral sean
indicadores de episodios intermitentes de un aumento en la replicacion viral.

El resurgimiento observado pudiera llevar a la formacién de un reservorio
viral de bajo nivel (la cantidad de virus es 2 6rdenes de magnitud menor que en
la infeccion aguda) que probablemente no daria lugar a manifestaciones clinicas,
pero que eventualmente podria presentarse, en algunos casos, una manisfestacion
de la infeccién si hubiera cambios en la respuesta inmune, por ejemplo. Este
comportamiento proviene en parte de la suposicién implicita en el modelo de que
el virus de influenza A no se degrada en los procesos de replicacion. Esto ocurre
en el caso de retrovirus que integran su material genético al ADN celular. En el
caso del virus de influenza A el proceso de replicacion ocurre en el citoplasma
celular, por lo cual es factible que eventualmente ocurra la degradacién viral. Sin
embargo, es posible que el virus sea capaz de mantener su identidad a través de
la infeccién por largo tiempo. Por lo tanto, resulta de interés en nuestro trabajo
llevar a cabo un anilisis de la dindmica de este resurgimiento de la infeccion.
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Dinamica a largo plazo considerando diferentes condiciones
iniciales

Para comenzar con el andlisis del resurgimiento de la infeccién, se consideran
diferentes condiciones iniciales de células epiteliales sanas. La figura 25 muestra
que al aumentar el nimero de células epiteliales disponibles sigue apareciendo
el resurgimiento de la infeccion, incluso aparece en menor tiempo. Por otro
lado, se observa que tnicamente al disminuir el nimero de células epiteliales un
orden de magnitud respecto al control, se limita a tal grado el nimero de células
disponibles que desaparece por completo el resurgimiento de la infeccion (figura
26). Las soluciones obtenidas practicamente no dependen de las condiciones
iniciales del resto de las poblaciones, por lo que no se consideran variaciones en
éstas. Se toma tinicamente una poblacién inicial arbitraria pequena que permite
el desarrollo de la dindmica a través de los algoritmos de solucioén.
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Dinamica a largo plazo considerando un modelo simplifica-
do

Asimismo resulta de interés llevar a cabo un anélisis de la dindmica del re-
surgimiento de la infeccién en términos de un modelo simplificado que considera
.. * . . . . .
unicamente a Ep, Ep y V. El modelo simplificado a considerar es el siguiente:

d
%EP = 0g(Ey — Ep) — BeEpV, (26)
d _« *
%EP = PrlpV — o+ Ep, (27)
d +
V=B —evV. (28)

Este modelo equivale a no considerar la respuesta inmunolégica, simplemente
la infeccion de las células epiteliales por medio de los virus. Estas ecuaciones
son similares a las que se utilizan en el estudio de la dinadmica de la infeccién
de linfocitos T CD4 por el VIH [10]. Aqui también se observa que después de la
infeccion, la viremia alcanza un pico muy prominente y posteriormente declina
debido a que la fuente de linfocitos esta siendo disminuida por la presencia
masiva del virus. Este comportamiento se observa clinicamente. Ambos modelos
son del tipo predador-presa, donde la infeccion causada por el virus (influenza A
o VIH) esta limitada por la disponibilidad de células blanco susceptibles (células
epiteliales o linfocitos), més que por los efectos de la respuesta inmune.

Las variables del modelo simplificado se muestran comparativamente con las
variables correspondientes del modelo completo (control) a lo largo del tiempo
en la figura 27. Se puede observar que el comportamiento de las poblaciones
celulares es similar y la diferencia principal radica en el tiempo que toma eliminar
la infeccion.

Ademas, al observar la evolucion en el tiempo del modelo simplificado se
determina que existe también el resurgimiento de la infeccion (figura 28). Lo
cual muestra que este resurgimiento es independiente de la respuesta inmune,
éste aparece en menor tiempo, mas alcanza los mismos valores estacionarios. Es
asi como el sistema inmunolégico permite reducir el tiempo que toma eliminar
la infeccion y a su vez evitar el resurgimiento de la infeccién por més tiempo.

Cabe destacar que al tomar en cuenta un modelo simplificado similar, aho-
ra para el caso de la infeccion del virus del VIH, se observa de igual manera
un resurgimiento de la infeccién de bajo nivel y la escala temporal de éste se
encuentra directamente relacionada con el parametro de infeccion [14]. En las
figuras 29 y 30 se muestra dicho comportamiento para los linfocitos sanos e
infectados y la carga viral.
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A continuacion se busca determinar si la modificacion de alguno de los para-
metros del modelo simplificado (ecuaciones 26, 27 y 28) permite que desaparezca
el resurgimiento de la infecciéon. Debido a que dichos pardmetros se refieren a
la infeccién y muerte de las células epiteliales causada por los virus, la prueba
consisti6 en reducir tales valores. Unicamente en el caso de la tasa de desapari-
cion (clearance) del virus se hicieron pruebas con valores mayores y menores al
control.

A partir de las figuras 31 a 36 se puede observar que excepto cuando se dis-
minuye la tasa de muerte de las células epiteliales no infectadas, infectadas y la
tasa de desaparicion de virus, el resurgimiento de la infeccion sigue apareciendo.
En el caso de la tasa de infeccion de células epiteliales Sg, ain cuando el resur-
gimiento tarda més tiempo en aparecer y el niumero de células epiteliales sanas
disminuye en una proporcién menor, las infectadas presentan un pico mayor. La
carga viral por su parte aumenta también. Al disminuir la tasa de muerte de las
células epiteliales no infectadas §g éstas mantienen el mismo valor estacionario.
En cambio, las infectadas y la carga viral disminuyen en niimero. Solamente para
el caso mas pequeiio de §g se obtiene una recuperacion de las células epiteliales
no infectadas y una ausencia de picos de resurgimiento para las células epitelia-
les infectadas y la carga viral. Como se mencion6 anteriormente, la tasa ég es
una tasa de recambio, es decir, la velocidad de creaciéon y destrucciéon de células
epiteliales. Por tanto, al disminuirla estamos limitando la cantidad de células
disponibles, lo cual lleva a la imposibilidad de un resurgimiento de la infeccion.
En la figura 33 se puede observar también que al disminuir la tasa de muerte
de las células epiteliales infectadas dg~el resurgimiento va desapareciendo. Sin
embargo, las células sanas disminuyen en nimero, mientras que las infectadas y
los virus aumentan. Como era de esperarse, al disminuir la tasa de produccién
de virus 7y la carga viral disminuye. Entretanto las células epiteliales sanas e
infectadas muestran un comportamiento muy similar a aquel observado al dis-
minuir la tasa de infeccién de las células epiteliales Sg. El otro caso en el que
desaparece el resurgimiento de la infeccién es al disminuir la tasa de desapari-
cion del virus ¢y (figura 35). No es sorpresa que al desaparecer menos el virus,
su poblacién aumente. En esta ocasién las células epiteliales sanas disminuyen
en numero y las infectadas se mantienen en el mismo valor estacionario. Para
terminar este andlisis se aument6 la tasa de desaparicion del virus cy y efecti-
vamente la carga viral disminuye. Nuevamente el comportamiento de las células
epiteliales es similar a aquel observado al disminuir la tasa de infeccién Sg.
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Figura 32. Variacién con el tiempo en escala logaritmica del modelo simpli-
ficado modificando la tasa de muerte de células epiteliales no infectadas
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Figura 33. Variacién con el tiempo en escala logaritmica del modelo simpli-
ficado modificando la tasa de muerte de células epiteliales infectadas
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Figura 34. Variacién con el tiempo en escala logaritmica del modelo simpli-
ficado modificando la tasa de producciéon de virus

65



ep(t)
6
5
4
3
2
1
L L L L L L L dl’&
100 200 300 400 500 600 700
B
(ep)'[t]
6,
5
4
3 !\AV,\V
S
1
L L L L L L L di%
100 200 300 400 500 600 700
C
V()
6
5
4
3
2
1
dias

100 200 300 400 500 600 700
A: Células epitelialesnoinfectadas: e cy[C] = 7« 10°[control] ecy = J Cy[C] eCy = 5 Cy[C] *Cy =

B: Células epitelialesinfectadas: e cy[c] = 7 » 10 3[control] scy = %cv[c] cy = fcylc] ecy = % vic]

C: Cargavira: ecy[c] = 7«10 5[control] e cy = %cv[c] o cCy = %cv[c] sCy = %cv[c]

Figura 35. Variacién con el tiempo en escala logaritmica del modelo simpli-
ficado modificando la tasa de desapariciéon de virus
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Figura 36. Variacién con el tiempo en escala logaritmica del modelo simpli-
ficado modificando la tasa de desapariciéon de virus
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Asimismo debido a que en presencia de tratamiento el virus de influenza A no
genera latencia clinicamente se busca ahora observar el comportamiento ante la
terapia antiviral. Recordamos que las ecuaciones que se modifican al introducir
la terapia son justamente las correspondientes a las células epiteliales sanas,
infectadas y la carga viral, las cuales forman el modelo simplificado considerado.

d
&EP = 65(Eo — Ep) — B (1 — 1) EpV, (29)
d _« *
7B =P (1 1) BpV — by By, (30)
d x
aV =7y (1l —e€) Ep —cyV. (31)

Tal como era de esperarse al aumentar la eficacia de la combinacién de
terapia el resurgimiento de la infeccién va desapareciendo como se muestra en
la figura 37.
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Figura 37. Variacién con el tiempo en escala logaritmica del modelo simpli-
ficado al considerar combinacién terapéutica con diferente eficacia
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Dindmica a largo plazo considerando diferentes tasas de
infecciéon de células epiteliales

Finalmente, debido a que la tasa de infeccién de células epiteliales g ha
mostrado ser en nuestro estudio el pardmetro de mayor interés durante el proceso
de la infeccion, se muestra en la figura 38 a modo de resumen la dependencia
de las células epiteliales no infectadas ante la variaciéon de dicho parametro
retomando el modelo completo (control) para tiempos largos. Al comparar los
valores con aquellos obtenidos en la figura 13, se aprecia que para los valores més
pequenos de S el nimero de células epiteliales no infectadas se mantiene con
el paso del tiempo. Asimismo, al continuar el incremento de esta tasa se puede
observar, comparando con sus valores iniciales, una recuperaciéon moderada de
las células epiteliales a medida que pasa el tiempo, tal como era de esperarse.
Sin embargo, para valores mayores de g (ver figura 12) el namero de células
epiteliales no muestra recuperacién alguna adin a tiempos largos.

ep(t)

500000
([
[ J
300000+
100000F PP
[} [
10000 I I I 1 Be
100000 10000 2500 1250

Figura 38. Células epiteliales no infectadas para tiempos largos al considerar
diferentes tasas de infeccion Sg
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Discusiéon y Conclusiones

En este trabajo se realizo6 un estudio con enfoque celular de la infeccion
del virus de influenza A. Las caracteristicas que se estudiaron con mas detalle
concernientes a la intensidad de la viremia y duracién de la infeccién son los
cambios en las células epiteliales y en la carga viral. Segin el modelo:

1. El segundo dia después de la infeccion es el momento del méaximo en la
concentracion de virus.

2. El incremento relativo de la concentracion de virus de influenza es de
aproximadamente 10°.

3. La concentracion de virus de influenza baja considerablemente después del
sexto dia.

Estas son caracteristicas generales que se mantienen segun el analisis de sensi-
bilidad respecto a perturbaciones moderadas de los pardmetros.

A partir de los resultados de parametrizacion se puede concluir que un pa-
rametro fundamental es la tasa de infeccion de las células epiteliales Sg. El
estudio realizado considera como una tasa de infeccién maéas razonable y desea-
ble fg = iﬁE [c] = 1.75 x 107°d~. Esto debido a que con esta tasa se observa
una disminucién en las células epiteliales no infectadas que se mantiene en el
mismo orden de magnitud que el nimero inicial, lo cual corresponde con el hecho
de que en el pico de la enfermedad aproximadamente del 30 al 50 % del epitelio
de las vias respiratorias superiores es destruido [1].

Se observé también que el tratamiento de la enfermedad por medio de la
combinacion de drogas antivirales con una efectividad del 75 % (e; = e3 = 0.75)
otorga una recuperacién de las células epiteliales. Lo mismo sucede con la intro-
duccién de un factor de recuperacion para estas células. De modo que en base
a lo anterior se obtiene la recuperacion y el control de la enfermedad.

El anélisis del espacio fase provee a su vez una forma alternativa de estudiar
la dindmica. Gracias a éste se puede apreciar lo robusto del modelo al notar el
hecho de que las modificaciones en las trayectorias al cambiar los parametros
son basicamente una cuestion de escala, sin cambios abruptos entre las formas.

Por otro lado, al aumentar el tiempo de evolucién del sistema se observo un
cambio en las trayectorias en el espacio fase, lo que hizo posible notar la existen-
cia de un resurgimiento de la infeccién. Mas atn, después de este resurgimiento
el sistema alcanza un estado estacionario con poblaciones virales y de células
infectadas distintas de cero. El resurgimiento mencionado se refiere a un incre-
mento en la poblacién patégena de un hospedero que se oberva tiempo después
del incremento inicial. No resulta del contagio repetido ni de la variacién anti-
génica del patogeno. Aun cuando este comportamiento de la respuesta inmune
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de los humanos a la influenza no se conoce, podemos comparar con evidencias
clinicas observadas en pacientes con otras infecciones por virus cuyo genoma
esté constituido por ARN, como el virus del VIH [11], [12] y [13]. En este caso
se ha observado que cuando se administra terapia antiretroviral altamente ac-
tiva por periodos largos de tiempo, la mayoria de los pacientes alcanza cargas
virales indetectables (cantidad de ARN de VIH < 50 copias/ml). Sin embargo,
en algunas ocasiones la carga viral puede encontrarse por arriba del limite de
deteccién y ser un indicador de episodios intermitentes de un aumento en la
replicacién viral. Los resultados de este andlisis muestran entonces que en este
modelo el paciente conserva un reservorio de virus de bajo nivel y las células
epiteliales nunca se recuperan al nivel inicial. De modo que una disminucién en
la respuesta inmune pudiera dar lugar al resurgimiento de la infeccion.

Un modelo matematico realista de la enfermedad se puede desarrollar a par-
tir de un niimero de modelos mas sencillos que toman en cuenta las poblaciones
celulares mas relevantes en la infeccion. Las correcciones necesarias de los mo-
delos simplificados no deben alterar las herramientas descriptivas principales. El
analisis de sensibilidad en el modelo revela que las variaciones en los parametros
del sistema virus-célula epitelial influyen mas en el desarrollo de la infeccién que
aquellos de la respuesta inmune antiviral, por lo que en esta ocasién se reduce
el modelo a 3 ecuaciones obteniendo asi informacién de manera cualitativa del
sistema sin respuesta inmune. Los resultados muestran que mecanismos tem-
pranos no especificos juegan un rol vital en limitar la propagacion del virus de
influenza durante la fase inicial de la infeccién, antes de que la respuesta inmu-
ne especifica sea capaz de tener bajo control el proceso infeccioso. Este hecho
coincide con los resultados de Bocharov y Romanyukha.

Este anélisis permitié ademés llevar a cabo un estudio del papel de los pa-
rametros involucrados en el resurgimiento de la infecciéon, a partir del cual se
obtuvo que el resurgimiento ocurre excepto cuando disminuye la tasa de muerte
de las células epiteliales infectadas dg~ y la tasa de desaparicion de virus cy,
aunque existen consecuencias como es el aumento de la carga viral respecto del
caso control. Nuevamente el remanente de viremia podria ser real o podria ser
un artificio del modelo asociado a que el sistema biolégico no esta descrito de
manera completa.

Finalmente, este modelo es una simplificacién de un proceso biologico com-
plejo. Su nivel de certidumbre depende de la validez de las suposiciones hechas
al construir el modelo, asi como de los valores de los parametros elegidos en
él. La evolucién de la transmisibilidad, antigenecidad, virulencia y resistencia
antiviral del virus de influenza es muy dificil de predecir, por lo que la utilidad
de los modelos radica en que estos desafian suposiciones, exploran escenarios
alternativos y sugieren nuevos experimentos.
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