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1. Resumen

El virus de la gripe pertenece a la familia Orthomyxoviridae, género Orthomixyxovirus,
y posee tres tipos: A, B y C. Los géneros A y B sufren mutaciones puntuales en sus
glicoproteinas de membrana, hemaglutininas (HA) y neuraminidasas (NA), que son
responsables de las epidemias anuales y de que sea necesario desarrollar vacunas
nuevas para hacer frente a ellas. EI género de la gripe C es antigénicamente estable, por
lo que carece de potencial para desarrollar epidemias. Por su parte, el virus de la gripe
gripe A es el Unico capaz de intercambiar segmentos de su ARNv con otra cepa del
mismo género, lo que conlleva la posibilidad de emergencia de una cepa viral

potencialmente pandémica, ya que la poblacion no posee inmunidad frente a ellas.

El virus de la gripe une su HA a los gliconcojugados que poseen &cidos sialicos de la
membrana de la célula huésped. La transcripcion y replicacion viral se producen en el
nucleo celular, mientras que el ensamblaje, “"budding”™ y liberacion de los viriones se

produce en la region apical de la membrana plasmatica.

La transmision se produce por via respiratoria, a traves de secreciones cargadas del
virus, aungue el contacto directo con los enfermos o a través de fomites aparenta ser
otra via de transmision. A pesar de ser el causante de una de las infecciones que mas
comunmente afectan al ser humano, puede ser mal estimado el impacto real del virus de
la gripe, ya que su presentacion puede ser muy variada e imitar otras infecciones
respiratorias. El sindrome gripal incluye fiebre, malestar general, mialgias, tos, entre

otros signos y sintomas. La complicacion mas frecuente es la neumonia secundaria.

En los dltimos cien afios cuatro pandemias han ocurrido, siendo la primera y mas
mortifera la de 1918 con saldo de aproximadamente 50 millones de muertes. Las tres
pandemias siguientes en 1957, 1968 y 2009 fueron causadas por cepas recombinadas que
portaban uno o mas segmentos de ARNvV de este ““progenitor””. Cada una de ellas con una

mortalidad menor a la de anterior.

El diagndstico es sugerido por la presentacion clinica, y la confirmacién puede obtenerse
a través la identificacion del ARNv por medio de ~"RT-PCR™, la deteccion por
inmunofluorescencia en muestras clinicas, analisis inmunocromatograficos (pruebas
rapidas), el aislamiento del virus en cultivo celular o en huevos fertilizados, entre otras

técnicas moleculares.



En la actualidad existen dos grupos de antivirales aprobados para el tratamiento
farmacol6gico del virus de la gripe: los inhibidores de la proteina M2: amantadina y

rimantadina, y los inhibidores de la NA: oseltamivir, zanamivir, peramivir y laninamivir.

2. Introduccién

La gripe es una enfermedad zoonotica respiratoria aguda causada por los virus de la gripe
A, By C, siendo el virus de la gripe A responsable de la infeccion y muerte de cientos de
miles de personas en todo el mundo cada afio (Jernigan & Cox, 2013). Sin embargo,
aunque la infeccidn por el virus de la gripe es reconocida como una causa mayor de
morbi-mortalidad en varias regiones del mundo, existen regiones en las que se desconoce
su epidemiologia e impacto real debido a que carecen de vigilancia viroldgica. En el afio
2008 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé 20 millones de casos de

infeccion por el virus de la gripe solo en nifios menores de 5 afios (Nair et al., 2011).

Es precisamente a través de la “"vigilancia global del virus de la gripe™, iniciada por la
OMS en 1952, que se obtiene la informacion necesaria sobre la actividad viral, los
cambios antigénicos que sufren las cepas circulantes, la emergencia de cepas nuevas que
cruzan la barrera de las especies y representan un potencial pandémico si adquieren la
habilidad de mantener la transmision sostenida entre los humanos vy, la reemergencia de
cepas previamente circulantes que incorporan segmentos de su ARNv por medio de
recombinaciones genéticas con otras cepas, como es el caso de la A(H1IN1)pmd09
responsable de la uUltima pandemia sufrida en 2009. Gracias a esta vigilancia
epidemiologica es posible la produccion de vacunas cada afio frente a las cepas
circulantes que han sufrido mutaciones puntuales en sus determinantes antigénicos, las

glicoproteinas HA y NA.

2.1 Objetivos del trabajo

e Estudiar las caracteristicas intrinsecas y los factores de virulencia del virus de la
gripe que le permiten adaptarse a diferentes huéspedes y cruzar la barrera de las
especies, favorecer la replicacion viral e impedir una respuesta inmune eficiente

frente al virus.



e Analizar las cepas que produjeron las cuatro ultimas pandemias y los datos

epidemioldgicos de dichos sucesos.

e Evaluar el impacto y repercusiones que el virus de la gripe ejerce sobre la salud
publica y valorar las medidas preventivas implementadas en el momento actual

para disminuir dichas repercusiones.

3. Virus de la gripe

3.1 Clasificacion

Los virus de la gripe o en inglés Influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, la
cual se compone de 5 géneros: los virus de la gripe A, B 'y C, Thogovirus e Isavirus. Esta
familia se caracteriza porque sus virus presentan un genoma de ARN segmentado, de
cadena simple y en sentido negativo, es decir, complementario al ARNm (Palese & Shaw,
2007).

Una caracteristica importante que poseen los tres géneros de virus de la gripe A, By C, es
que pueden intercambiar y mezclar su informacion genética con cepas de su mismo

género, no siendo asi entre otros virus.
3.2 Estirpes y Cepas

Los tres géneros del virus de la gripe A, B y C se diferencian en sus propiedades
inmunoldgicas y bioldgicas. Estructuralmente, los virus de la gripe A y B poseen ocho
segmentos de ARN, mientras que el virus de la gripe C contiene siete segmentos de ARN.
Las cepas de estos virus son designadas siguiendo una nomenclatura establecida:
iniciando por el género al que pertenecen, seguido de la especie de la cual se ha aislado,
omitida si es humana, lugar de aislamiento, nimero asignado al aislamiento, afio del
aislamiento, y en el caso del género A, los subtipos de hemaglutinina (HA) y
neuraminidasa (NA), dos glicoproteinas del virus de las cuales se hablara mas adelante.
En el momento actual se conocen 18 subtipos distintos de Hemaglutinina (de H1 a H18) y
11 subtipos distintos de Neuraminidasa (de N1 A N11) para la gripe A y B (Palese &
Shaw, 2007).



Es el género de la gripe A el que mas cominmente produce infeccion en los humanos vy el

que mayor repercusiones clinicas causa, por lo que este trabajo se centra en él.
3.3 Morfologia y estructura (virus de la gripe o Influenza A)

El virus de la gripe A posee una membrana lipidica derivada de la célula infectada, y es en
esta envoltura donde el virus alberga la HA, la NA, y la proteina M2 o canal i6nico, segun
se muestra en la figura 1. Las HA y NA se proyectan desde la superficie del virus con una
longitud aproximada de 10 a 14 nm, confiriendo a la particula viral la caracteristica de
tener espiculas o picos. Los virus de la gripe en su mayoria tienen morfologia esférica con
un didmetro aproximado de 100 nm. Sin embargo, han sido observadas particulas virales
de estructura elongada, sobre todo en aislamientos frescos, por lo que se considera que
son virus pleomorfos. Se ha visto que la variabilidad morfolégica del virus juega un papel
importante en el mecanismo por el cual se internaliza en la célula hospedadora.
Brevemente, las particulas virales esféricas se internalizan por endocitosis mediada por
receptores a través de vesiculas revestidas de clatrina, representando aproximadamente el
70 % de las vias de endocitosis utilizadas por los virus de la gripe. El 30 % restante
corresponde a las particulas filamentosas y elongadas, las cuales usan la endocitosis no
mediada por clatrina/caveolas y la endocitosis dinamina-independiente (Nayak et al.,
2013)(Nayak, Shivakoti, Balogun, Lee, & Zhou, 2013) (Fig. 2).
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Fig. 1 Estructura esférica del virus de la gripe mostrando sus glicoproteinas de superficie, proteinas
estructurales y RNP. Tomada del manual de diagndstico por laboratorio y vigilancia virologica del virus
de la gripe de la OMS, disponible en
http://mww.who.int/influenza/gisrs_laboratory/manual_diagnosis_surveillance_influenza/en/

Debajo de la envoltura lipidica se encuentran la proteina de la matriz (M1) y la
nucleocéapsida, formada por el complejo de la ribonucleoproteina (RNP) que encapsulan el

ARN, y que estan sostenidas por la M1.

El complejo de RNP se compone por ocho segmentos de ARN viral (ARNv), envueltos
por la nucleoproteina (NP) y el complejo de la polimerasa: polimerasa basica 1 (PB1),
polimerasa bésica 2 (PB2) y polimerasa acida (PA), que se unen parcialmente a los
extremos complementarios del ARNv. Ademas, se encuentra la proteina exportadora del
nlcleo/ proteina no estructural 2 (NEP/NS2) (Palese & Shaw, 2007). Por otro lado, la
particula viral esta constituida en su totalidad por un 1 % de ARN, 5-8 % de hidratos de

carbono, 20 % de lipidos en la envoltura, y aproximadamente 70 % de proteinas.

3.3.1 Hemaglutinina

La hemaglutinina, llamada asi por su capacidad de aglutinar hematies, es la proteina
mayoritaria de la envoltura viral, representando aproximadamente un 80 %. Es una
glicoproteina integral de membrana tipo I, trimérica y en forma de baston. La HA es
codificada por el segmento 4 del ARNv, y se sintetiza como un precursor HAO que se
activa por protedlisis en dos subunidades: HA1 y HA2. Su estructura se caracteriza por
tener un tallo fibroso constituido por una hebra triple y enrollada, formada por tres partes
de HA2 en la molécula y, una cabeza globular, la cual también contiene tres dominios
cuyas secuencias derivan de las porciones de HAL y es aqui donde se encuentra el sitio de
union al receptor de la célula huésped, moléculas de la superficie celular que contienen

acidos sialicos.

La fusion de la membrana viral y la membrana del endosoma es otra de las funciones
determinantes de la HA y se lleva a cabo a pH acido, mediada por el péptido de fusion,
que se proyecta desde el extremo N- terminal de la subunidad HA2 después que la HAO

ha sufrido el corte proteolitico, ver Fig. 2.

La HA es también el factor antigénico de mayor reconocimiento por el sistema inmune del

huésped a través de su epitopos.


http://www.who.int/influenza/gisrs_laboratory/manual_diagnosis_surveillance_influenza/en/

- conjugadns

Endocitosis que contienen

Fig. 2. Procesos de endocitosis y fusion de las membranas del virus de la gripe. Tomada de Nayak et al.,
2013.

3.3.2 Neuraminidasa

La neuraminidasa es la segunda glicoproteina méas abundante en la superficie del virus de
la gripe A y B, representando aproximadamente el 17 % de éstas. Es codificada por el
segmento 6 del ARNv y es una proteina integral de membrana tipo Il. La funcion
principal de la NA es cortar los acidos sialicos, de ahi su nombre, de la superficie de la
célula huésped. Es decir, la NA y la HA reconocen el mismo sitio de unién en la célula,
siendo sus funciones opuestas: la HA se une a éstos, mientras que la NA los corta para
prevenir el reconocimiento de la HA durante la salida del virus. Su funcion es la de liberar

el virus de la membrana celular para favorecer la diseminacion viral.

3.3.3 La proteina M2

La M2 o canal i6nico es una proteina tetramérica integral de membrana codificada por el
segmento 7 del ARNv. Es la menos abundante de todas las proteinas del virus, con
aproximadamente 16-20 moléculas por cada virion. EI dominio interno contiene cuatro
hélices que estan sujetas a un angulo de la doble capa lipidica y que forman un poro, y es
a este poro donde se une la Amantadina y la Rimantadina, antivirales de los que
hablaremos mas adelante. La funcion de la porcion externa de esta proteina no esta

totalmente clara; sin embargo, se sabe que posee secuencias altamente conservadas, por lo



que es considerada como la region clave para el desarrollo de una vacuna universal contra

los virus de la gripe (Palese & Shaw, 2007).

La principal funcion de la proteina M2 es la de actuar como canales ionicos, los cuales
conducen protones desde el endosoma ya acidificado hasta el interior del virus para
separar el complejo de las RNP del resto de los componentes virales, y asi completar la
eliminacion del revestimiento. Estos canales ionicos son acido-dependientes y altamente

selectivos para iones H+.

3.3.4 La proteina M1

La proteina M1 es la proteina mas abundante del virion, también codificada por el
segmento 7 del ARNv y se compone de dos dominios globulares, unidos a través de una
region sensible a proteasas. Esta proteina se encuentra justo por debajo de la cubierta
lipidica viral, desde donde interactia con los extremos citoplasmaticos de las
glicoproteinas HA 'y NA y con el complejo de las RNPs, formando un puente entre los
componentes internos del virus y aquellos de la membrana externa (Palese & Shaw,
2007). Esta interaccion de la proteina M1 con las RNPs y la proteina NEP/NS2, de la cual
hablaremos mas adelante, esta vinculada a los procesos de exportacion de las RNPs
nacientes fuera del nucleo celular, de ensamblaje de los viriones en la regidn apical de la
membrana plasmatica y la posterior liberacion o “"budding™ de los mismos, ya que se
forma un complejo NEP-M1-RNP mediado por la exportina 1, también llamada region de
mantenimiento cromosomico-1 (Crm1l), la cual regula la salida de las RNPs (Nayak et al.,
2013).

3.3.5 Las Ribonucleoproteinas: El complejo de la polimerasa y la NP

El complejo trimérico de polimerasa de ARN del virus de la gripe es un complejo proteico
dependiente de ARN. Estas proteinas son sintetizadas por los tres segmentos mayores del
ARN viral (Noble et al., 2011). EI complejo se compone, como ya mencionamos, por: la
PB2, sintetizada por el segmento 1, la PB1, sintetizada por el segmento 2, que a su vez
sintetiza las proteinas PB1-F2, la cual actia como factor de virulencia proapoptotico, y
PB1-N40, variacion de la PB1 en su N-terminal truncado; y la PA, sintetizada por el

segmento 3, que también sintetiza la proteina PA-X por diferentes fases de lectura abierta



o ““frameshifting”’, protwina que actia como un modulador de virulencia (Nayak et al.,
2013) (Fig. 3).
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Fig. 3. Estructura genémica del virus de la gripe A/Puerto Rico/8/34. El segmento correspondiente a la
subunidad PB1 contiene una segunda fase de lectura abierta “Open Reading Frame (ORF) que codifica para
la proteina PB1-F2; mientras que las proteinas M1/M2 son codificadas por el mismo segmento mediante el
proceso de empalme alternativo. Tomado de Palese & Shaw, 2007.

Las tres subunidades del complejo de la polimerasa estan estrechamente asociadas para
formar una estructura compacta, siendo que la proteina PB1 une su extremo N-terminal al
extremo C-terminal de la proteina PA, acoplandose a una hendidura altamente conservada
en la PA, formando lo que se denomina ““jaw in the head of a dragon™”; mientras que une
su extremo C-terminal al extremo N-terminal de la proteina PB2. EI complejo esta unido a

cada uno de los 8 segmentos del ARNv.
3.3.6 La proteina PB1

La proteina PB1 es la polimerasa dependiente de ARN que regula el inicio de la sintesis
de ARNVv. Una vez en el nlcleo une su extremo N-terminal a ambos extremos 5°-terminal
y 3’-terminal del ARNv, generando a través de esta interaccion, un cambio
conformacional en él, formando una estructura serpenteada, que sirve como promotor para

el inicio de la transcripcion y replicacion viral (Noble et al., 2011).



3.3.7 La proteina PB2

La proteina PB2 es la encargada de iniciar del proceso de ““cap-snatching™, uniendo su
extremo C-terminal al cap 7-methylguanosina del extremo 5 -terminal de las moléculas de
pre-ARNm de la célula huésped. Estos segmentos de ARNm celular seran usados como
““primer”” en la replicacion y transcripcion del ARNv. El reconocimiento de esta molécula
depende de la adicion del promotor de ARN via la proteina PB1, y en la union a ella estan
implicados dos residuos aromaticos, Phe363 y Phe404, los cuales forman un sandwich
aromatico con el cap. Esta unién es de vital importancia para evitar la degradacion de la
molécula por la 5 exonucleasa (Fechter et al., 2003).

A
— r‘_*‘,"}

.. host pre-mRNA

{cap -~

Fig. 4. Mecanismo de sintesis de ARNm viral. Tomada de (Krug & Fodor, 2013)
Brevemente, la proteina PB2 es necesaria para generar una cadena de ARN (+) a partir de
su propio ARN (-), para la transcripcion y posterior traduccion del ARNv a nuevas
proteinas que serviran para la replicacion de mas ARNv necesario para los futuros

viriones (Fig. 4)

3.3.8 La proteina PA

La proteina PA es, de las tres subunidades del complejo de la polimerasa, la que ejerce la
actividad endonucleasa, cortando 10-13 nucledtidos de molécula del pre-ARNm, para que
sirva de ““primer”” para la transcripcion del ARNv. Esto es necesario para “‘robar”” el pre-
ARNmM de la célula huésped, una vez el cap 7-methylguanosina haya sido reconocido y
esté unido a la proteina PB2, tras lo cual la transcripcion sera realizada por la PB1. El sitio
activo de la proteina PA se encuentra en su extremo N-terminal (Boivin, Cusack, Ruigrok,
& Hart, 2010)(Boivin et al., 2010).



3.3.9 La Nucleoproteina

La NP es codificada por el segmento 5 del ARNv. Es una molécula en forma de media
luna con dos dominios principales denominados como “la cabeza™ y ““el cuerpo™ de esta
estructura, ademas posee una pequefia “"cola”” circular. Esta proteina se une al ARNv a
intervalos regulares de 24 nucledtidos en toda la cadena del acido nucleico. El sitio de
unién lo forman los dos dominios mayores en la superficie externa de la molécula como
un pequefio agujero o hendidura, pero debido a su ubicacién externa el ARNv queda

susceptible a la digestion por las ribonucleasas.
3.4Ciclo de vida
3.4.1 Unién

Los virus de la gripe se unen a los &cidos sialicos que se encuentran en la superficie de la
celula huésped, a través de la HA. Esta union esta limitada por la especificidad que las
HA poseen hacia el tipo de union que tienen estos monosacaridos a los glicoconjugados,
lo cual es de alta importancia en el tropismo del virus por las distintas especies, la
zoonosis, transmision y pandemias. Los virus de procedencia humana reconocen los
acidos sialicos de las glicoproteinas y glicolipidos con uniones a(2,6), mientras que los
virus aviares reconocen aquellos en los glicoconjugados con uniones o(2,3). Los virus de
origen porcino pueden reconocer ambos tipos de enlace (Palese & Shaw, 2007). Sin
embargo, esta especificidad no es absoluta. Ademas, el virus tiene la habilidad mutar para
adecuar el lugar de union al receptor de su HA y adaptarse a un nuevo huésped (Nayak et
al., 2013).

A partir de la pandemia de 1918 se ha logrado demostrar que la especificidad de unién del
virus de procedencia aviar puede cambiar por mutacion de un solo aminoacido para lograr

unirse a un receptor humano (Neumann & Kawaoka, 2013); Palese & Shaw, 2007).
3.4.2 Entrada y Fusion

Después de la unidn al receptor, el virus es internalizado por endocitosis, (Fig. 2). Un pH
acido, de aproximadamente 5 a 6, es necesario en el endosoma para disparar la fusién
entre la membrana del virus y la membrana del endosoma, y para abrir el canal i6nico de

la proteina M2 y disociar la proteina M1 de las RNP, liberando estas Gltimas al citoplasma
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de la célula, a través de un poro formado por moléculas de HA que se agrupan, y por las
colas citoplasméticas de la HA, NA y M2. La disociacion entre la proteina M1 y las RNP
debe ocurrir antes de que se complete la fusion de las membranas para evitar que el pH
neutro del citoplasma las diluya y neutralice el interior del virion. La fusién de las
membranas estd mediada por la subunidad HA2 que se activa a pH &cido y expone el
péptido de fusion que se introduce en la membrana diana, llevando la membrana del
endosoma a una yuxtaposicién con la membrana viral, consiguiendo de esta forma la

fusion. Luego, las RNP son atraidas hacia el nucleo.

3.4.3 Entrada de las RNP al nucleo

Las RNPv deben entrar en el nlcleo de la célula huésped para que se lleve a cabo la
transcripcion y replicacion del ARNv, siendo esto una caracteristica peculiar de los virus
de la gripe, ya que la mayoria de los virus de ARN realizan la replicacion en el citoplasma

de la célula huésped.

El transporte de las RNPv hacia el nucleo se lleva a cabo a través de la union de la
proteina PB2, por medio de su C-terminal, al centro de la importina humana a5, también
Ilamada karioferina a, formandose un complejo con secuencia de localizacién nuclear que
es reconocido por los receptores de la membrana del nicleo. Una vez alli serviran de
modelo o plantillas para su transcripcion en RNA (+); nuevas proteinas son sintetizadas
por el ARNm, y el genoma viral ARNv (-) es replicado a través de un intermediario
(ARNC).

3.4.4 Sintesis de ARN: el promotor de ARN, la transcripcion y replicacion del

genoma viral

Cada uno de los ocho segmentos de ARN del virus de la gripe A, B y C contienen
secuencias no codificantes de 13 nucledtidos en su extremo 5°-terminal y de 12
nucledtidos en su extremo 3'-terminal. Estas secuencias cortas y parcialmente
complementarias son las que forman el promotor, necesario para la union de las
polimerasas y el subsecuente inicio de la replicacion viral (Noble et al., 2011) (Fig. 4).
Existen varias propuestas para la estructura exacta del promotor, siendo una de las mas
aceptadas la estructura ““Panhandle”, en la cual el ARNv posee una configuracion

circular y el promotor estd ordenado en una de doble cadena formada por las secuencias
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no codificantes, parcialmente complementarias, y conservadas en los extremos 5" y 3°
terminales de cada molécula de ARNv (Palese & Shaw, 2007). Por otro lado, analisis
mediante espectroscopia RMN han sustentado la propuesta de una estructura en
sacacorchos ““corkscrew””, en la cual estas regiones no codificantes son de cadena sencilla

y se aparean entre si para formar una hoquilla.

Después de que las RNPv entran en el nucleo, el ARNv (-) debe pasar a ARN (+) para
poder ser replicado y transcrito, puesto que el ARNv (-) no puede ser traducido
directamente a proteinas. En estos procesos claves para la perpetuacion del virus es donde
interviene el complejo de la polimerasa del virus, como ya se mencioné. Siendo que el
complejo de la polimerasa roba y utiliza los transcritos de pre-ARNm de la célula huésped
para iniciar la transcripcion del ARNm del propio virus (Palese & Shaw, 2007) (Fig. 4).

Los procesos se inician, cuando la proteina PB2 se une al cap 7-methylguanosina 5° del
pre-ARNmM de la célula, el cual es cortado por la PA tras 10-13 nucleétidos, resultando en
un oligonucledtido que servird de primer para iniciar la transcripcion del ARNv. La
transcripcion se hace por copia directa de la plantilla de ARNv, elongandolo hasta donde
llega la sefial de poliadeninacion en el extremo 3’-terminal por un mecanismo de
tartamudeo en el terminal UUU de la plantilla. Como consecuencia se obtiene un ARNm
en sentido positivo, con cap en el extremo 5"-terminal y poliadeninacion en el extremo 3°-
terminal, semejante al propio ARNm de la célula, lo que favorece su reconocimiento por

los ribosomas, donde se llevara a cabo su traduccion a proteinas (Boivin et al., 2010).

El virus de la gripe tiene la capacidad de codificar dos proteinas a partir de un solo gen
mediante un proceso de maduracion o empalme alternativo de su ARNm. Los segmentos
7y 8 del ARNV son los que codifican las proteinas provenientes tanto de ARNm maduro
como de ARNm no maduro. Especificamente los ARNm maduros de los segmentos 7 y 8
codifican para la proteina M1 y la proteina NS1, respectivamente, mientras que los
ARNmM no maduros provenientes de los mismos segmentos gendmicos codifican las
proteinas M2 y NEP/NS2, respectivamente (Fig. 3). La maduraciéon o empalme del
ARNmM viral debe ser relativamente ineficiente, ya que las proteinas del virus deben ser

expresadas por ambas formas del ARNm viral.

La exportacion del ARNm hacia el citoplasma para la posterior traduccion es llevada a

cabo por la proteina NEP, posiblemente por una via dependiente de la exportina 1 o
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CRML, y una vez formadas, las nuevas polimerasas virales son transportadas de regreso al
nacleo donde son ensambladas. Durante el proceso de ensamblaje de los nuevos
complejos proteicos la PB1 y la PA forman un dimero, mientras que la PB2 migra de
manera independiente para unirse al dimero ya estando dentro del ndcleo, mientras que la
NP libre, después de entrar al nucleo, interacciona directamente con el ARNc y lo
encapsula para asegurar el proceso de replicacion, asi como también interactia con el
complejo de la polimerasa, siendo la relacion de 9 mondmeros de NP por cada trimero de

polimerasa que haya sido traducido.

Por otro lado, el proceso de replicacion del ARNv se produce en dos etapas y es
dependiente de proteinas nuevas que hayan sido traducidas, ya que durante la primera
etapa el ARNv (-) es copiado a un ARNc (+) que servird como plantilla para la sintesis de
nuevo ARNv (-) durante la segunda etapa. Contrario a la transcripcion, el proceso de
replicacion no necesita de un primer para iniciarse en ninguna de sus dos etapas, pero, al
igual que en ella, la proteina PB1 se une a los dos extremos terminales del ARNv y
cataliza su extension, pero esta vez la cadena del ARNv es copiada completamente, ya que
la sefial de poliadeninacion en el extremo 3” terminal es sobrepasada. Los nuevos
segmentos de ARNv que han sido generados serviran como plantillas para la sintesis de
méas ARNmM durante la transcripcion, o, la NP puede unirse a ellos y formar RNPs que
seran exportadas al citoplasma para ser ensambladas en los nuevos viriones (Crow, Deng,
Addley, & Brownlege, 2004).

3.4.5 Ensamblaje, “"budding”” y liberacion

Después de ser plegadas y glicosiladas en el reticulo endoplasmatico, la HA, NA'y M2 (la
cual no es glicosilada), son transportadas, junto a los demas componentes virales, hasta la
region apical de la membrana plasmatica de la célula, donde se efectta el ensamblaje,
gemacion y posterior “"budding”™ de los viriones (Nayak et al., 2013). Durante el proceso
de budding los viriones son recubiertos de una envoltura lipoproteica derivada de la
membrana plasmatica celular antes de ser liberados al espacio extracelular. Este proceso
es regulado por la proteina M1, que se acumula en la monocapa interna de la bicapa
lipidica, provocando una curvatura de la membrana plasmatica necesaria para el

recubrimiento de los viriones (Palese & Shaw, 2007).

3.5 Factores de virulencia y mediadores de la respuesta inmune:
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3.5.1 La proteina NS1

La proteina no estructural 1 (NS1) es una proteina dimérica nuclear, que posee la
capacidad de unirse a ARN de doble cadena (dsRNA) viral (Palese & Shaw, 2007). Es
codificada por el segmento 8 del ARNv y se compone de dos dominios funcionales, esto
es, un N-terminal que se une al ARN (RBD), y un C-terminal que actia como dominio
efector (ED) (Krug & Garcia-Sastre, 2013). Este dominio C-terminal ha sido denominado
como un dominio modulador, ya que se han identificados en él cuatro motivos
conservados que incrementan la virulencia en especies concretas, es decir, motivos de
adaptacion al huésped (Soubies et al., 2010) que se unen a dominios PDZ. Estos son:
RSKV, GPEV, ESEV y RPKV, estando ESEV altamente conservado en los virus de la
gripe aviar tipo A, mientras que RSKV lo esta en los virus de la gripe humana tipo A. La
union a estos dominios PDZ puede afectar la regulacion de la apoptosis, lo cual
contribuye a un aumento de la patogenia (Neumann & Kawaoka, 2013).

Su importancia mayor radica en su capacidad de inhibir potentemente la respuesta
inmunitaria del huésped mediante varios mecanismos. Normalmente el dsSRNA adyacente
al 5"ppp que expone el virus es el mayor inductor de interferén por las células infectadas
como respuesta inmediata a la invasion viral. Esta estructura secundaria del ARNv es
reconocida por los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) que se encuentran en
el citoplasma de la célula (resumido en la figura 13) (Garciasastre, 2001), y cuya funcion
es la de distinguir el ARN celular del ARN de patogenos invasores. Entre estos PRR
destacan el Gen Inducible por Acido Retinoico (RIG-1), la proteina quinasa activada por
ARN (PKR), también conocida como quinasa 2-factor eucariotico de iniciacion de la
traduccion 2-alfa (elF2AK2) y la 2'-5' Oligoadenilatosintasa (OAS) (Gack et al., 2009).
Asi, una de las vias que utiliza la proteina NS1 para evitar el reconocimiento del dsRNA
es la de unirse a él a través de su RBD, que forma un homodimero de 6 hélices,
imprescindible para dicha interaccion y posterior secuestro del dsSRNA, evitando que sea
identificado por los PRR (Krug & Garcia-Sastre, 2013).

Por otro lado, la proteina NS1 también bloquea la respuesta inmune inactivando
directamente los PRR. Brevemente, RIG-I al reconocer y unirse al dSRNA activa una
cascada de sefalizacidn resultando en la induccion de citoquinas inmunomoduladoras de
la familia del Interferon tipo | (INF-o e INF-B) (Matsumiya & Stafforini, 2010) y la

subsecuente induccion de proteinas antivirales como la proteina de resistencia a
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Orthomixovirus, conocida como ~"MxAGTPasa™ y STAT1 y STAT2. Esto es, RIG-I
activado expone su dominio N-terminal reclutador de caspasas (CARD) para que éste sea
poliubiquitinado por las ligasas de ubiquitina ““Tripartite Motif Protein Family
(TRIM25)” y/o RIPLET, tras lo cual se oligomeriza y se asocia con la proteina de
sefializacion antiviral mitocondrial (MAVS), también conocida como estimulador del
promotor de interferén-B 1 (IPS-1), formando un complejo de sefializacién que activa al
factor regulatorio de interferén 3 (IRF3) y el NF-kp, factores de transcripcion necesarios
para la transcripcion del interferén en el nicleo celular (Krug & Garcia-Sastre, 2013). La
proteina NS1 es capaz de inhibir esta cascada de sefializacién antiviral interactuando
directamente con RIG-I e inactivarlo. Todo esto es dependiente de la cepa viral, ya que no
todas las NS1 tienen esta capacidad, estando implicado en esta variacién entre las especies
su ED (Krug & Garcia-Sastre, 2013). A su vez, la inhibicion mediada por la proteina NS1
de otras proteinas antivirales citoplasmaticas, como la PKR y la OAS inducidas por INF

(de las que se hablara mas adelante) es ejercida por union directa a ellas.

Por altimo, otro de los mecanismos utilizados por la proteina NS1 es la induccion de la via
de la fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K). La proteina NS1 se une a través de su ED a la
subunidad reguladora p85B de la PI3K, la cual, en condiciones normales, mantiene
inhibida la subunidad catalitica p110 de la PI3K. Esta PI3K activada es responsable de la
regulacion de varios procesos de bioldgicos, entre ellos la apoptosis a través de la
activacion de Akt, y es precisamente la activacion de esta via PI3K/Akt por la NS1, la
que le permite al virus retrasar la apoptosis de las células infectadas, prolongando asi el

tiempo de replicacion (Krug & Garcia-Sastre, 2013).
3.5.2 La proteina PB1-F2

La proteina PBI-F2 es sintetizada, como hemos mencionado, por el segmento 2 del ARNv
al igual que la proteina PB1 (Fig 3). Tiene dos dominios principales, esto es, un N-
terminal desordenado, que simula una hebra de espagueti, y un dominio C-terminal
cationico e hidrofobico. A pesar de no estar presente en todos los virus de la gripe (Palese
& Shaw, 2007), tiene la capacidad de interactuar con la proteina sintetizada por el mismo
segmento 2 PB1 y retrasar su exportacion del nucleo, logrando incrementar la replicacion

viral.
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Por otro lado, esta proteina ejerce un papel en la mediacién de la respuesta inmune del
hospedador similar al de la proteina NS1 como antagonista del INF, potenciando las
coinfecciones bacteriana (Klen et al., 2013; Mehle & McCullers, 2013). ElI mecanismo
propuesto es el de interferir con el complejo RIGI/MAVS, inhibiendo la activacion del
factor regulador del interferon “IRF-3"", lo que inhabilita la respuesta de inmunidad
antimicrobiana innata que provee la familia del INF tipo | al hospedador. Esto se relaciona
de manera directa con un aumento en la infiltracion por neutréfilos y macréfagos en las
vias aéreas, aumentando la mortalidad y patogenia de las neumonias bacterianas

secundarias a infecciones por el virus de la gripe A.

Por ltimo, esta proteina ha demostrado tener un papel regulador de la apoptosis de la
célula huésped, permeabilizando la membrana mitocondrial, provocando la liberacién de
citocromo C (Palese & Shaw, 2007) hacia el citosol, y el inicio de la cascada
proapoptdtica mediada por las caspasas.

3.6 Evolucion

La primera descripcion de una infeccion respiratoria aguda y altamente contagiosa que
hoy conocemos como gripe se remonta al afio 412 AC cuando Hipdcrates describié como
el ejército ateniense fue aniquilado por dicha enfermedad; pero no fue hasta la primera
mitad del siglo XX cuando se pudieron aislar los primeros virus en mamiferos, ya que en
1931 Shope & Lewis aislaron el primer virus de la gripe en cerdos, el A/SW/lowa/30 y
mas tarde, en 1933 Smith & al. lograron aislar un virus de la gripe humana, el A/WS/33
(revisado en Monto & Webster, 2013). Hoy en dia, gracias a las técnicas de genética
inversa se han logrado caracterizar secuencias virales silvestres y mutantes de distintas
cepas del virus de la gripe, y gracias estudios filogéneticos se ha podido conocer su
variabilidad genética con el paso de los afios (Taubenberger et al., 2007; Taubengerger &
Morens, 2006).

3.6.1 Mutaciones

El virus de la gripe, como todos los virus ARN, carece del mecanismo de reparacion de su
acido nucleico o ““proofreading”™ lo cual conlleva una alta de tasa de mutaciones y
permite la organizacion segmentada del genoma viral, facilitando las recombinaciones o

reassortments (Reid & Taubenberger, 2003). Ademas, la falta de actividad exonucleasa de
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su polimerasa aumenta su tasa de errores de transcripcion aun mas en comparacion con
otras polimerasas de ARN (Wang & Palese, 2013). Estos errores dan lugar a mutaciones
que le permiten adaptarse a distintos huéspedes e incrementar su virulencia. Sin embargo,
esto no es contante en todos los huésped del virus de la gripe, siendo la tasa de mutacion
menor en virus establecidos en huéspedes no humanos de vida corta, en los que se
mantienen de manera estable, como es el caso de las aves acuéticas silvestres (Fouchier &
Guan, 2013; Wang & Palese, 2013).

Algunas mutaciones importantes se dan en el complejo de la polimerasa viral, por lo que

comenzamos por ellas: Una de las mas estudiada, es la E627K en la subunidad PB2

(Klenk et al., 2013; Shinya et al., 2004). Esta mutacion es uno de los mayores
determinantes patogénicos en los virus aviares adaptados a huéspedes mamiferos o, del
inglés, “"high pathogenic avian influenza virus (HPAI)”". Ademas, se relaciona con el
aumento de capacidad de replicacion viral en las bajas temperaturas del tracto respiratorio
superior (Neumann & Kawaoka, 2013).

Otra mutacion que afecta a la subunidad PB2 es la D701N, también asociada a la
adaptacion de un virus aviar a un huésped mamifero y a un incremento de la union de la
subunidad PB2 a la importina o en mamiferos, aumentando su actividad polimerasa una
vez en el nacleo, con el subsecuente aumento de la virulencia (Nayak et al., 2013, Klenk
et al., 2013). Recientemente han sido identificadas, en cepas H5N1, dos mutaciones en la
misma NLR de la subunidad PB2 donde se encuentra la D701N en el residuo 714, y que
ademas contribuyen a la patogenicidad de este subtipo virico. Estas mutaciones son
S714R 'y S714l, habiéndose observado ademas que S714R promueve la adaptacion de la
cepa H7N7 a ratones (Czudai et al., 2014) .

A su vez, el cambio N319K en la proteina NP desestabiliza las sefiales de localizacion
nuclear, potenciando la union del complejo de las polimerasas a la importina al con las
consecuencias ya mencionadas. Por otro lado, polimorfismos en la proteina PB1-F2 estan
vinculados a un aumento de la virulencia en determinadas cepas virales, contribuyendo
con el componente inflamatorio en respuesta al virus. Todos los virus de la gripe que
afectan a humanos y que contienen la proteina PB1-F2 son virus que se han recombinado
con un virus aviar (Nayak et al., 2013). Sin embargo, en la cepa pandémica A/H1N1/2009

la proteina PB1-F2 estaba truncada, por lo que se ha inferido que, aunque esta proteina
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contribuya con un aumento de la virulencia debido a su interaccion con el complejo
inmune del hospedador, esta virulencia decae con el paso del tiempo, con la adaptacién

viral a mamiferos.

Las mutaciones también pueden ocurrir debido a la presion externa generada sobre el
virus (Wang & Palese, 2013), como la inmunidad del huésped frente a la HA. Estos

cambios en la HA son denominados ““antigenic drift” y son los responsables de las

epidemias de gripe en los periodos interpandemicos. La HA es el determinante antigénico
que sufre mayor nimero de mutaciones al ser el blanco de los anticuerpos neutralizadores.
Un mecanismo usado por el virus para adaptarse a huéspedes humanos es el de
incrementar los sitios de N-glicosilacion en la cabeza globular de la HA, para enmascarar
sus epitopos y disminuir el reconocimiento por los dichos anticuerpos et (Reid et al.,
1999).

Otro cambio en la HA relacionado con un aumento de la patogenicidad del virus de la

gripe es la adquisicion de un motivo de reconocimiento por furina, proteasa ubiqua y

multicorte, lo cual incrementa el nUmero de proteinas que sufren proteolisis, facilitando la
exposicion del péptido de fusion y potenciando asi la fusion de la membrana viral con la
membrana del endosoma que lleva a cabo la HA. Esto contrasta con los virus de la gripe
de baja patogenicidad “"LPAI"", los cuales son activados por proteasas presentes solo en el
epitelio respiratorio o intestinal, para huéspedes mamiferos o aviares respectivamente
(Klenk et al., 2013; Neumann & Kawaoka, 2013). Los virus de la gripe aviar se clasifican
segun a las caracteristicas patologicas de la infeccidn en las aves de corral, siendo que los
virus de baja patogenicidad ““low pathogenic avian influenza virus (LPAI)”" causan
infeccién asintomatica o leve, mientras que los virus de alta patogenicidad ““highly
pathogenic avian influenza virus (HPAI) “causan infeccion sistémica provocando

hemorragias internas, edema e isquemia cutanea frecuentemente (Klenk et al., 2013).

La adaptacion a receptores humanos NEU5Aca2.6 (&cidos sialicos con uniones o2,6) por

un virus de la gripe de origen animal es considerada una condicion indispensable para que
dicho virus pueda causar una pandemia (Neumann & Kawaoka, 2013).Mutaciones de
importancia mayor involucrando la HA de la cepa H1IN1 causante de la pandemia de 1918
fueron publicadas por Reid & Taubenbeger en 2003. Este virus fue reconstruido por
técnicas de genética inversa “"RT-PCR" tras poder recuperarlo de cinco victimas mortales

de la pandemia en Estados Unidos y el Reino Unido (Taubenberger et al., 2005; Wang &
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Palese, 2013). Tres de las cinco cepas aisladas, las A/South Carolina/1/1918, A/New
York/1/1918 y A/Breg Mission/1/1918 presentaban la mutacion E190D en el sitio de
unién al receptor, lo que permitia la union a receptores de mamiferos. Sin embargo, en la
A/New York/1/1918 también se identifico la mutacion D225G en el sitio de union al

receptor, permitiendo a esta cepa la union tanto a receptores aviares NEU5Acae2,3 (&cidos

sidlicos con uniones 02,3) como a receptores humanos NEU5Aa2,6. Esta es considerada
como una de las causas de la alta tasa de letalidad durante esta pandemia, ya que se ha
determinado a través de lectinas especificas la presencia de estos receptores NEU5Aca2,3
en los bronquiolos terminales humanos, permitiéndole al virus replicarse alli, con la
consecuente respuesta inflamatoria inducida por el virus (Klenk et al., 2013), como
veremos mas adelante. Seguida en frecuencia de mutaciones estan la NA y la proteina
M2, proteinas que son la diana de los antivirales actualmente disponibles contra el virus

de la gripe, segun se vera méas adelante.
3.6.3 Recombinaciones o ““reassortments””

Se denomina “‘reassortment” al proceso de intercambio genético que conlleva la
formacion de una cepa viral nueva o “"novel” tras la recombinacion de segmentos
genomicos de dos o mas cepas distintas del virus de la gripe A, siendo una de ellas de
origen animal, es decir, combinaciones de los 8 segmentos de ARN (ver Fig. 8) (Wang &
Palese, 2013; Widdowson & Monto, 2013). Este proceso llamado ““antigenic shift™”
genera nuevas glicoproteinas para las que la poblacién tiene muy poca o0 ninguna
inmunidad (Taubenberger et al., 2005; Monto & Webster, 2013) dando lugar a las
epidemias y a las pandemias. Las aves acuaticas salvajes son el mayor reservorio del virus
de la gripe A (Fouchier & Guan, 2013; Taubenberger et al., 2007), siendo que el virus
puede adaptarse a distintos huéspedes (ver Fig. 5), y causar enfermedad en ellos; mientras
que los cerdos son considerados recipientes de mezcla del virus de la gripe, ya que pueden
ser infectados tanto por virus de la gripe humana como virus de la gripe aviar, facilitando

las recombinaciones virales.
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Fig. 5. Principales huéspedes del virus de la gripe A. Figura tomada de Fouchier & Guan, 2013.

4. Epidemiologia

Segun las diferencias en los patrones de infeccién y diseminacion, grupos etarios
afectados y la severidad de la infeccion podemos clasificar epidemiolégicamente esta
enfermedad en dos grupos: gripe estacional y gripe pandémica.

4.1 Gripe Estacional

La gripe estacional, también llamada interpandémica, debe su nombre a la alta incidencia
de infecciones respiratorias agudas causadas por las cepas circulantes de gripe A o gripe B
(Widdowson & Monto, 2013) durante las estaciones frias en las regiones de clima
templado. Estas cepas pueden escapar la inmunidad del huésped cada afio gracias al
““antigenic drift”". Las bajas temperaturas ambientales y del epitelio respiratorio superior
favorecen la infeccion por virus termolabiles como es el virus de la gripe. Ademas, la
transmisién se ve potenciada durante esta estacion, debido una mayor tendencia a
permanecer en espacios cerrados y poco ventilados durante esta temporada (Taubengerger
& Morens, 2006). Por el contario, en regiones tropicales y subtropicales los picos de
infeccidn presentan patrones estacionales distintos (Fig. 6) por lo que se considera que el
término gripe interpandémica es mas apropiado. Paises de gran territorio y que exhiben
diferencias climatoldgicas dependientes de las zonas tienen distintos patrones estacionales

regionales de brotes epidémicos, como es el caso de China.

En el periodo post pandémico la cepa dominante pasa a ser una cepa estacional y circula
conjuntamente con las demas cepas de gripe A y B circulantes. En el momento actual las

cepas de gripe A circulantes son H3N2 y A(H1IN1)pmd09 junto a dos cepas de gripe B,
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derivadas del linaje de la B/Yamagata/16/88 y del linaje de la B/Victoria/2/87 (OMS,
2014), disponible en

http://www.who.int/influenza/human_animal interface/virology laboratories and vaccines/influenza vir

us_infections humans feb14.pdf)

NorthAmerica

Cenmlﬁ&({:ﬁan‘_

~

EasternAfrica

SouthAfrica Oc
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Fig. 6. Zonas de transmision del virus de la gripe, OMS, 2011. La OMS ha disefiado estas zonas
geograficas compuestas por grupos de paises o regiones para identificar el patron de transmision del virus
de la gripe en ellas. Algunas zonas con similitudes en sus patrones de transmisién comparten el mismo
color. Disponible en http://www.who.int/csr/disease/swineflu/Influenza_transmission_zones.pdf?ua=1

La presentacion de la gripe estacional puede ser muy variada, por lo que se ha
desarrollado el término Infeccion Parecida a la Gripe ““Influenza Like Infection (ILI)”"
para monitorizar el grado de actividad de la gripe estacional de manera indirecta, sin aislar
el virus, también denominada vigilancia centinela. En la region norte el pico de ILI se
inicia aproximadamente en noviembre y cae en los meses de abril a mayo, mientras que
en la region sur la actividad se inicia en junio. En las regiones tropicales y subtropicales
los picos de ILI son menos predecibles debido a variaciones de altura y humedad, y a las

temporadas de lluvias.

El grupo etario mas afectado por la gripe estacional es el formado por los nifios, con una
disminucién en la incidencia proporcional al incremento en su edad. Sin embargo, la
incidencia puede aumentar considerablemente en los adultos jévenes debido al contacto
directo con sus hijos, en contraste con los adultos mayores que suelen verse menos
afectados debido a una gran inmunidad cruzada obtenida de mdltiples infecciones
anteriores y, debido también, a la falta de contacto con otros grupos de riesgo, aunque, las
tasas de infeccion suelen aumentar en los ancianos que viven en hogares o residencias
para mayores, debido a un sistema inmunitario ya deficiente y debido también al gran

namero de personas conviviendo juntas.
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El virus de la gripe, en realidad, no es tan altamente transmisible como podria pensarse.
De hecho, se ha podido calcular, a partir de estudios epidemioldgicos, que el nimero de
contactos completamente susceptibles a una infeccion por el virus de la gripe a partir de
un solo caso es menor a 2 (Widdowson & Monto, 2013); la acumulacion de personas en
espacios cerrados, como son las escuelas, carceles o residencias de ancianos, potencia la

transmisibilidad del virus de la gripe. La actividad actual del virus se resume en la Fig. 7.

Percentage of respiratory specimens that tested positive for influenza Status as of week 32
By influenza transmission zone 3 August - 9 August 2014
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Fig. 7. Mapa epidemioldgico dividido segln las zonas de transmision de la OMS mostrando la actualizacién
de la actividad global del virus de la gripe del 03 al 09 de agosto 2014, disponible en
http://www.who.int/influenza/surveillance_monitoring/updates/latest update GIP_surveillance/en/

La mortalidad provocada por el virus de la gripe varia considerablemente entre una
temporada y otra debido a los cambios entre las cepas circulantes. Desde 1977 el subtipo
A/H3N2 ha sido el causante del mayor nUmero de casos mortales, mientras que las cepas
de gripe B provocan una severidad intermedia y, por altimo, el subtipo HIN1 es el que
menor nimero de muertes ha ocasionado desde entonces. El grupo etario mas susceptible
es el de los ancianos, con una tasa de letalidad del 90 % (Widdowson & Monto, 2013).
En ellos, la mortalidad estd altamente relacionada con exacerbaciones de condiciones

preexistentes. Otro grupo a tomar en consideracién es el comprendido por las mujeres
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embarazadas, considerandose un grupo de riesgo debido al aumento de la mortalidad

asociada a infecciones respiratorias durante los picos de la enfermedad.

Al igual que con la mortalidad, monitorizar el nimero de hospitalizaciones confirmadas
por laboratorio permite calcular la actividad del virus durante la temporada, identificar los
grupos que estan siendo mas severamente afectados, y establecer comparaciones con
temporadas anteriores. Ademas, la caracterizacién de la cepa viral mediante la RT-PCR es
fundamental para identificar los cambios antigénicos que ha sufrido el virus y poder
disefiar vacunas frente a la nueva amenaza. EI mayor nimero de hospitalizaciones en las
regiones templadas se produce entre los ancianos, seguido de los nifios, con una tasa
mayor entre aquellos mayores de 65 afios y menores de 6 meses, respectivamente, en este
segundo grupo es debido a un sistema inmunolégico inmaduro y la contraindicacion de la

vacuna.

Sin embargo, una cuantificacion certera de la actividad del virus no es posible en todas las
regiones del mundo, siendo el factor economico el mayor impedimento para ello. Existen
menos datos de paises en desarrollo en regiones tropicales y subtropicales donde, ademas
de las variaciones en los picos de infeccion durante todo el afio, un alto porcentaje de la
poblacion vive en condiciones de pobreza (Widdowson & Monto, 2013). Por tanto la
morbilidad y mortalidad en estos paises aumenta, a causa de la desnutricion, al escaso
acceso a atencién médica, antimicrobianos y vacunas y a un mal control de enfermedades
preexistentes. Cabe mencionar los paises del centro y oeste de Africa donde existe una
alta prevalencia de infecciones por el VIH y tuberculosis asociada, ambas condiciones
relacionadas a una alta severidad de la infeccion por el virus de la gripe debido a la

deficiencia inmunoldgica asociada a estas enfermedades.

El sistema de vigilancia y repuesta global de la gripe “"Global Influenza Surveillance and
Response System (GISRS)”" es una red de laboratorios coordinados por la OMS que
consiste en 141 Centros Nacionales de la gripe (NICs) en 111 estados miembros, 6 centros
colaboradores por el virus de la gripe de la OMS (CCs), 4 laboratorios de regulaciones
esenciales y 12 laboratorios de referencia de la OMS (Fig. 14). Es el encargado de
monitorizar la actividad epidemioldgica del virus y valorar la potencialidad de una cepa

de provocar una pandemia. Para mas informacion, visitar la pagina

http://www.influenzacentre.org/centre GISRS.htm
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4.2 Gripe pandémica

La gripe pandémica corresponde a un nuevo subtipo de gripe A de origen animal para el
cual la poblacion presenta muy poca o ninguna inmunidad, siendo el resultado de un
““reassorment”’, o a través de la adaptacion directa de un virus animal a huéspedes
humanos que es capaz de provocar transmisidn humano-humano de manera sostenida
(Monto & Webster, 2013; Nguyen-Van-Tam & Bresee, 2013; Widdowson & Monto,
2013). De los 18 subtipos de HA hasta el momento solo las H1, H2 y H3 han sido capaces

de producir una pandemia.

Se piensa que mas de una docena de pandemias han ocurrido desde el siglo XVI hasta el
momento. Durante los Gltimos 100 afios cuatro de estos sucesos han azotado el mundo
(Tabla 2) y solo de estas ultimas se tienen muestras de los virus que las han causado. De
ellas la més mortifera ha sido la pandemia de 1918, también llamada gripe espafiola, de la

que se hablara en detalle méas adelante.

La gripe pandémica difiere de la gripe interpandémica en varios aspectos. La gripe
pandémica no suele aparecer en estaciones especificas del afio, sino que tiene intervalos
irregulares e impredecibles de presentacion (Taubenberger et al., 2007; Widdowson &
Monto, 2013). Sin embargo, aunque durante las pandemias la mortalidad en la poblacién
joven suele incrementarse, principalmente en los menores de 2 afios, los ancianos siguen
siendo el grupo etario en el que mayor niamero de muertes se producen al igual que

durante la gripe estacional, salvo en la pandemia de 1918 que rompid con este patron.

La OMS ha clasificado el periodo pandémico mediante fases para facilitar su
identificacion y las medidas a tomar durante cada una de ellas, segun se resume en la

siguiente tabla.

Tabla 1. Fases de la gripe pandémica desarrolladas por la OMS*

Fase Descripcion

No han sido descritos casos de infeccién en humanos por virus de la gripe
1 circulando en animales.

Se ha identificado a un virus animal circulando en aves domesticadas o en
2 aves salvajes como causa de infeccion en humanos, por ende es
considerado como una potencial amenaza de pandemia.

Un virus animal o un virus recombinante animal-humano ha causado casos
esporadicos en pequefios grupos humanos, pero no ha provocado
transmisién  humano-humano suficiente para sostener un brote
comunitario.
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4 La transmision humano-humano por un virus animal o recombinante

animal-humano capaz de provocar un brote comunitario ha sido verificada.

5 El mismo virus identificado ha causado brotes epidémicos sostenidos en
dos 0 mas paises de una regién de la OMS.

6 El mismo virus ha causado brotes epidémicos sostenidos en al menos otro
pais perteneciente a otra region de la OMS.

Periodo Los niveles de la gripe pandémica en la mayoria de paises han disminuido

post pico a niveles inferiores a un pico.
Periodo Los niveles de actividad del virus de la gripe han retornado a los niveles de
post gripe estacional en la mayoria de los paises con vigilancia epidemiologica
pandémico adecuada.

*Cada una de estas fases se asocia a recomendaciones para disminuir la diseminacion de la infeccion,
como son aumentar la vigilancia epidemioldgica, limitar los viajes a zonas afectadas y el desarrollo de
vacunas frente a la nueva cepa viral. Disponible en
http://www.who.int/influenza/resources/documents/pandemic_phase_descriptions_and_actions.pdf

4.2.1 Pandemia de 1918 o pandemia espafiola

La pandemia de 1918, causante de una mortalidad global estimada entre los 20 a 50
millones de personas (Reid & Taubenberger, 2003; Reid et al., 1999; Taubengerger &
Morens, 2006) ha sido, sin duda, la mas mortifera hasta ahora registrada (Wang & Palese,
2013). En contraste con lo sucedido en otros paises, en Espafia, que no se encontraba
involucrada en la primera guerra mundial (1914-1918), fue ampliamente recogida por la
prensa, y de ahi que fuera bautizada como la gripe espafiola (Neumann & Kawaoka,
2013).Sin embargo, el origen de la pandemia no ha podido ser determinado, aunque existe
consenso en que el primer pico, en la primavera de 1918, afecté a varios paises
simultdneamente (Monto & Webster, 2013). Epidemiolégicamente la pandemia se puede
dividir en tres picos: un primer pico en la primavera de 1918, como acabamos de
mencionar, que fue altamente infeccioso pero que causd poca mortalidad, una segunda
onda en el otofio del mismo afio que se disemino rapidamente y cuya mortalidad aumenté
exponencialmente en relacion al pico anterior, y un Gltimo un pico entre finales de 1918 e
inicio de 1919 similar al anterior (Reid et al., 1999; Taubengerger & Morens, 2006; Wang
& Palese, 2013).

A finales de los afios 1990 un grupo de investigadores dirigidos por Jeffrey K.
Taubenberger inicidé la caracterizacién del virus causante de esta pandemia, logrando
amplificar extractos de ARN de victimas mortales. Fueron necesarios 10 afios de trabajo
para secuenciar los 8 segmentos de ARNVv utilizando RT-PCR, tras lo que se concluyé que
el gran devastador de 1918 fue la cepa A/HIN1 de origen aviar bien adaptado a

mamiferos y capaz de replicarse rapidamente en todo el arbol pulmonar sin provocar
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infeccion sistémica (Reid & Taubenberger, 2003; Reid et al., 1999; Taubengerger &
Morens, 2006).

Entre las causas que explican la particular severidad de este virus estan la eficacia de
factores modulares de la virulencia, como la proteina NS1 para contrarrestar la respuesta
inmunoldgica del huésped vy, de la proteina PB1-F2 asociada a la alta tasa de neumonia
secundaria severa, predominantemente bacteriana (Neumann & Kawaoka, 2013).
Ademas, hay que afiadir la ausencia de agentes antimicrobianos en aquella época, los
intervalos cortos entre los picos de infeccién y el poco conocimiento del agente causal de

la infeccion.

Una caracteristica hasta ahora Unica de esta pandemia es el gran nimero de muertes entre
los adultos jovenes, con una tasa de letalidad de 1-2 % en aquellos entre 20-39 afios de
edad (Monto & Webster, 2013; Taubengerger & Morens, 2006), aunque no se limité a
este grupo, afectando también a nifios, sobre todo menos de 1 afio de edad, y mujeres
embarazadas, lo cual se asemeja mas a otras pandemias. La infeccion fue
extraordinariamente uniforme, mostrando gran similitud alrededor del mundo y hoy dia
sabemos que dos mutaciones en la HA de una misma cepa cocircularon durante la
pandemia, las D190E y D225G, ya comentados, como hacemos referencia en la sesion de
mutaciones, permitiendo al virus adaptarse a distintos huéspedes. Ademas, durante esta
pandemia la circulacion del virus fue simultanea en humanos y en cerdos, pensandose que

los primeros infectados fueron humanos y estos transmitieron el virus a los cerdos.

4.2.2 Pandemia de 1957 o asiatica

A principios de 1957, se produjo una epidemia de gripe fue inicialmente documentada en
Hong Kong, aunque ahora es sabido que previamente habia comenzado en la China
continental, y de ahi logr6 diseminarse al resto del mundo. Rapidamente se aislé el agente
causal y se identifico un virus recombinante que tenia los segmentos codificantes de las
proteinas HA, NA y PB1 de la cepa hasta entonces circulante HIN1 descendiente del

linaje de 1918, resultando en un nuevo subtipo H2N2.

Contrario a la pasada pandemia de 1918, en ésta los grupos mas susceptibles fueron los
nifios, aquellos con comorbilidades, en especial de etiologia cardiovascular, y las mujeres

embarazadas. La mortalidad asociada a esta pandemia se relacioné con el desarrollo de
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neumonia bacteriana secundaria a S. aureus resistente a penicilina (Monto & Webster,
2013). La vacuna estuvo disponible en mayo de 1958, por lo que en 1959 paso a ser una
cepa estacional hasta que fue reemplazada en 1968 por una nueva pandemia, Yy

desaparecié completamente de la circulacion.

4.2.3 Pandemia de 1968 o pandemia de Hong Kong

En julio de 1968, solo 11 afios después de la anterior pandemia, fue detectado un virus
nuevo circulando en Hong Kong producto de un ““reassortment”™ con 6 segmentos de la
cepa circulante H2N2 y con los segmentos codificantes de las proteinas HA y PB1 de una
fuente aviar adicional, resultando en una cepa H3N2, con caracteristicas clinicas similares
al antecesor, pero de severidad menor debido a la inmunidad adquirida frente a la N2 de la
antigua pandemia (Monto & Webster, 2013; Wang & Palese, 2013).

La diseminacion del virus en Europa tuvo un caracter leve pero constante durante 1968 y

1969, estando la vacuna disponible pasado el pico de infeccion.

4.2.4 Pandemia de 2009 también llamada gripe porcina

En febrero de 2009 en Veracruz, México, se detectd una cepa nueva H1N1 de origen
porcino. Este fue un suceso no esperado, ya que una cepa HIN1 habia estado circulando
desde su reintroduccion en 1977. Los datos iniciales en México indicaban una tasa de
hospitalizacion del 6.4 % y una mortalidad del 41 %, lo que apuntaba al desarrollo de una
pandemia severa (Monto & Webster, 2013). El nuevo virus logré diseminarse
mundialmente en solo 5 semanas, gracias la alta frecuencia de viajes intercontinentales no
existentes durante las pandemias previas. EI 25 de abril de 2009 la OMS declar6é una
emergencia de salud publica de importancia internacional y el 11 de junio del mismo afio

declaro la pandemia por la A(HIN1)pmd09.

El nuevo virus fue producto de una recombinacion triple entre una cepa humana, una
porcina de origen aviar relacionada con la cepa de 1918, y una cepa porcina euroasiatica
(Garten et al., 2009). Esto es, en 1998 se produjo una recombinacion triple entre la cepa
HIN1 circulante desde 1977, llamada gripe porcina clasica, la cepa circulante y
contemporanea A/H3N2 y un virus de gripe aviar de subtipo desconocido (ver Fig. 8),
resultando en virus porcino recombinante rH3N2 circulante entre los cerdos en Norte

América. Sin embargo, ni el lugar ni el momento exacto en el que ocurrid la
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recombinacion triple que dio lugar a la cepa pandémica de 2009 ha podido ser
determinado, més bien los analisis filogenéticos de los 8 segmentos del virus sugieren que
el virus pudo haber estado circulando entre los cerdos antes del estallido de la pandemia
(Garten et al., 2009).

Gene Segments, Hosts, and Years of Introduction

~1998 PB2, PA
PB2,PA ) —
Triple p :
PB1 Reassortant 4 PB2
~1968 ~1998 PB1 / PB1
PB1 —} f PA
HA
NP
Classical —
~1918 HA, NP, NS assica \ -
HA, NP, N§ ——————————) Swine NS
~1979 NA, M Eurasian 2009 A(H1N1)
NA, M —’ Swine

Fig. 8. Origen de los segmentos que conforman la cepa pandémica HIN1 y los afios en los que se
produjeron las distintas recombinaciones que la forman. Tomada de Garden et al., 2009.

A pesar de la alarma generada por la aparicion de esta pandemia y de su origen
recombinante tan particular, involucrando segmentos derivados de la cepa A/HIN1 de
1918, el nimero de muertes asociadas a ella fue de aproximadamente 151,700-575,400
personas, muy por debajo de los 20-50 millones de muertes adjudicadas a la pandemia de
1918.

Sin embargo, aunque la infeccion por la cepa A(HIN1)pmd09 fue, en el mayor porcentaje
de los casos, autolimitada, las mujeres embarazadas y las personas obesas representaron
grupos de riesgo de infeccion severa durante la pandemia e incluso después de que la
OMS declarara el final de la misma en agosto de 2010, cuando la cepa paso a circular

como gripe estacional (Karlsson et al., 2012).

Tabla 2. Resumen de las cuatro Ultimas pandemias, clasificadas por cepas, zonas y
mortalidad causada*.

Pandemia Cepa Zona de Mortalidad
Inicio
HINI No 20-50
establecida millones
H2N2 Asia 1-2 millones
H3N2 Hong Kong 1 millon
HIN1 Norteamérica 151,700-
575,400

*Datos disponibles en http://www.flu.gov/pandemic/history/
http://www.thelancet.com/journals/laninf/article/P11S1473-3099(12)70121-4/abstract
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4.2.5 La amenaza de las cepas H5N1y H7N9

En 1997 se aislé por primera vez la cepa HPAI A (H5N1) como agente causal de
infecciones respiratorias en 18 personas en Hong Kong, China, de los cuales 6 casos
fueron letales, sin volverse a aislar en humanos hasta los afios 2003 y 2004 cuando
nuevamente cruzo la barrera de las especies, causando brotes epidémicos en Asia y el
norte de Africa. Desde entonces este virus ha permanecido asociado a aves de corral en
varios paises predominantemente asiaticos con una tasa de letalidad del 100 % en algunas
de estas especies, provocando cientos de infecciones humanas y una tasa de letalidad del
80 % en ellos (Fig. 9) (Monto & Webster, 2013; OMS, 2014, disponible en

http://mww.who.int/influenza/human animal interface/H5N1 avian influenza update20140317.pdf)

Aunque la mayoria de las infecciones humanas se produjeron tras el contacto directo con
las aves de corral también hubo evidencia de transmision humano-humano no sostenida,
pasando a una fase 3 dentro de la clasificacion pandémica desarrollada por la OMS (tabla
1), representando una potencial amenaza pandémica dada la escasa inmunidad que tiene la

poblacion frente a esta cepa aviar.
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Fig. 9. Mapa epidemioldgico de infecciones humanas por el HPAI H5N1 desde 2003 hasta 2013. Tomada de
la linea temporal y mapa global de infecciones por H5SN1 creadas por la OMS hasta enero 2014. Disponible
en la galeria de mapas del observatorio global de salud en

http://gamapserver.who.int/mapL ibrary/app/searchResults.aspx
http://gamapserver.who.int/mapL.ibrary/Files/Maps/2003 2013 Avianinfluenza GlobalMap 24Jan14.png

A su vez, el 31 de marzo de 2013 fueron descritos por primera vez tres casos de infeccion
humana por la cepa LPAI A (H7N9), que aun perteneciendo a una clase de baja
patogenicidad tiene una alta tasa de letalidad en humanos asociada al desarrollo de
neumonia, sindrome de distrés respiratorio agudo y shock (Gao et al., 2013; Lucas, 2013).
En menos de dos meses se comunicaron 132 casos confirmados por laboratorio, de los
cuales 32 resultaron letales y, hasta el momento el nimero asciende a un total de 431
casos, todos dentro de China y todos, salvo el ultimo con fecha del 16 de junio del afio en
curso, asociados a exposicion directa o indirecta a aves de corral (Fig. 10). Se ha
identificado que el sexo masculino, los adultos mayores y aquellos con comorbilidades
representan grupos de riesgo para el desarrollo de infeccidn por este virus, complicaciones
secundarias a la misma y muerte (Gao et al., 2013). En general, la poblacion no posee
inmunidad frente a esta nueva cepa, que resulta de una recombinacion entre la cepa HON2
circulante en aves desde 1994, una cepa H7N3 recientemente detectada en aves de corral
en mercados de aves vivas y virus con N9, también aislados recientemente en aves de
corral (Lucas, 2013).

Number of Confirmed Human H7NS Cases
by week as of 2014-04-08
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Fig. 10 Namero de casos confirmados de infecciones humanas por el LPAI A(H7N9) desde 01 de junio de
2013 hasta el 08 de abril de 2014. Tomada del reporte de casos elaborado la OMS, disponible en
http://mwww.who.int/influenza/human_animal_interface/influenza_h7n9/18 reportwebh7n9number_2014071

4.pdf?ua=1
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Gracias a medidas de contencion, como el cierre de los mercados de aves por varios
meses, la infeccién no se ha propagado a otros paises, ademas de que todos los casos
confirmados deben ser notificados a la OMS, manteniendo la vigilancia epidemioldgica

del virus.

5. Aspectos clinicos

5.1 Patogénesis

La patogenia de la infeccion por el virus de la gripe resulta de la relacion entre factores
virales, como la cepa, cantidad del inoculo, virulencia y lugar de la primoinfeccién, y
factores del huésped que incluyen la predisposicién genética y la presencia de
comorbilidades. Ademas también influyen factores externos como el acceso a servicios de
salud, antivirales y vacunacion previa (Hayden & de Jong, 2013; Klenk et al., 2013).
Algunos de los mecanismos patogénicos mas importantes del virus de la gripe son: el
tropismo hacia sus huéspedes determinado por la HA, la activacion proteolitica de la HAO
por diferentes proteasas, el escape de la respuesta inmune innata mediada por la proteina
NS1, la potenciacion de infecciones bacterianas determinada por la PB1-F2 vy, el papel de

la NA en la liberacion del virus, que asegure su propagacion a otras células.

La transmision persona-persona se produce por via respiratoria, a través de secreciones
cargadas del virus, aunque el contacto directo con los enfermos o a través de fomites
aparenta ser otra via de transmision. En el caso del contagio humano por un virus animal
la transmision puede darse por contacto con las secreciones respiratorias del mismo,
contaminacién conjuntival tras manipular el animal, y por la ingesta de carne mal
cocinada. El sitio inicial de la infeccidn juega un papel determinante en la evolucién de la
misma, siendo que los virus de la gripe humana por su colonizacion del tracto respiratorio
superior se asocian al desarrollo de traqueobronquitis, mientras que los virus de la gripe
aviar que colonizan el tracto respiratorio inferior se relacionan con de desarrollo de

neumonia viral.

El periodo de incubacién varia entre 1-4 dias, pero en virus aviares puede extenderse hasta
los 9 dias, mientras que la replicacion viral suele durar entre 5-7 dias en adultos no
complicados, pero en nifios e infantes puede prolongarse hasta por dos semanas, y meses

en pacientes inmunocomprometidos (Hayden & de Jong, 2013).
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Los hallazgos histopatoldgicos en infecciones no complicadas incluyen la descamacion
del epitelio ciliado, hiperemia y edema, mientras que la extension de la infeccion a los
alveolos y la presencia de exudado y hemorragia alveolar suelen estar presente en los
casos letales. En la patogénesis de las infecciones severas estan involucrados los linfocitos
T helper y mediadores de la respuesta inmune como el INF-y, IL-6, IL15, CXCL9 y
CXCL10, que suelen permanecer elevados de forma sostenida. A su vez, la rapida
elevacion de reactantes de fase aguda y los factores genéticos del huésped también se
vinculan al desarrollo de infecciones complicadas. Por ejemplo, mutaciones en fia
carnitinapalmitoiltransferasa 1l (CPT Il) (asociadas con anomalias en el metabolismo
mitocondrial y produccion de ATP) se han relacionado con la aparicion de encefalopatia

severa durante la infeccién viral.

La complicacion mas frecuentemente asociada a la infeccion por el virus de la gripe es la
neumonia bacteriana secundaria, ya que el dafio epitelial causado por el virus permite el
paso de bacterias, debido a que la actividad de la NA expone receptores celulares a los
que pueden unirse las bacterias, mientras que la NP inhibe la quimiotaxis de polimorfos
nucleares y la produccion de superoxido, contribuyendo al desarrollo de esta
complicacion. Entre las bacterias aisladas con mayor frecuencia se encuentran S.
pneumoniae, H. influenzae, S. aureus resistente a meticilina (MRSA), entre otras. Otras
complicaciones menos frecuentes asociadas a la infeccion por el virus de la gripe son la
miocarditis, sindrome de Reye, convulsiones febriles, encefalitis, sindrome de Guillian-

Barré post infeccion gripal, entre otros (Hayden & deJong, 2013; Klenk et al., 2013).

Los sintomas en la infeccion no complicada se engloban en el denominado resfriado
comun, un sindrome constituido por tos, irritacion nasofaringea, congestion nasal y en
ocasiones algunos sintomas constitucionales como fiebre de 38-40° C, acompafiada 0 no
de escalofrios, malestar general y fatiga. Los responsables de estos sintomas son algunas
citoquinas moduladoras de la respuesta inflamatoria como el INF-a, IL-6 y el TNF-a
(Hayden & De Jong, 2013), y los sintomas suelen durar aproximadamente 7 dias. En los
nifios el sintoma principal es la fiebre, que aparece hasta en un 90 % de los casos, aunque
un porcentaje alto también puede presentar sintomas gastrointestinales como vémitos y
diarrea. También pueden aparecer exacerbaciones de crisis asmaticas asociadas al virus,
mientras que en el caso de los adultos mayores, la morbi-mortalidad se asocia a la

presencia de comorbilidades, sobre todo enfermedades cardiovasculares, enfermedad
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pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y diabetes mellitus no controlada. En el caso de las
enfermedades cardiovasculares, las descompensaciones son provocadas por la sobrecarga
cardiaca producto de la fiebre, la hipoxia producto de la disminucién de la difusion del
dioxido de carbono v, el efecto procoagulante de algunos reactantes de fase aguda, como
el factor activador de plaquetas (FAP).

Por otro lado, aunque las mujeres embarazadas presentan manifestaciones clinicas
similares al resto de la poblacidn, representan un grupo de riesgo dada su alta mortalidad
durante picos de gripe estacional asi como durante las pandemias (Karlsson et al., 2012;
Widdowson & Monto, 2013), siendo mas afectadas aquellas que cursan el segundo y
tercer trimestre de gestacion y durante el puerperio mediato. A su vez, la infeccion por el
virus de la gripe durante el embarazo ha sido vinculada al desarrollo de anomalias del
sistema nervioso central (SNC) fetal cuando la infeccion ocurre durante el primer
trimestre de gestacion, también al incremento en el riesgo de desarrollo de leucemias
durante la nifiez y de esquizofrenia, aunque esto ultimo no ha podido ser demostrado
(Hayden & de Jong, 2013).

5.2 Diagnostico

El diagnostico de una infeccion por el virus de la gripe es sugerido por la presentacion
clinica, sin embargo no puede apoyarse solo en ella ya que otras infecciones respiratorias
pueden presentarse con las mismas manifestaciones, como las del virus respiratorio
sincitial por ejemplo, y un diagnostico certero es fundamental para proporcionar un
tratamiento adecuado a los pacientes y para monitorizar un brote epidémico. La
confirmacion diagnostica de la infeccion puede obtenerse a través varios métodos de

laboratorio.

Las muestras clinicas para diagndstico, secreciones del tracto respiratorio del enfermo,
para diagnostico deben tomarse lo antes posible desde el inicio de los sintomas y el tipo
de muestra dependera del test que se realizara. Pueden tomarse por medio de la
introduccion de un hisopo nasofaringeo, aspirados nasofaringeos o endotraqueales y
lavados nasales o bronqueoalveolares. EI mejor método para el diagnéstico de la infeccidén
por el virus de la gripe es la RT-PCR, que permite la identificacién del ARNv y su

amplificacién al cabo de unas horas, y se utiliza cada vez mas en los hospitales de
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segundo Y tercer nivel de atencién en paises desarrollados (World Health Organization &
WHO Global Influenza Surveillance Network, 2011; Zambon, 2013).

La deteccion por inmunofluorescencia en muestras clinicas tiende a utilizarse una vez la
replicacion viral se ha reducido, ya que el diagndstico se apoya en la deteccién de los
anticuerpos frente al virus. Los analisis inmunocromatogréaficos y por ELISA (pruebas
rapidas, 10-30 minutos) son utilizados cuando se necesita tomar decisiones rapidas con
respecto al tratamiento de los pacientes en el contexto de las emergencias hospitalarias.

El aislamiento viral en cultivo celular o en huevos fertilizados es otro método diagnéstico
efectivo, pero que implica un tiempo de crecimiento de 7 dias, por lo cual no se emplea en

el contexto clinico, pero si para vigilancia virologica.

5.3 Prevencioén

La vacunacion anual frente al virus de la gripe representa la mejor forma de prevencion de
la infeccién y sus complicaciones y la letalidad asociada a éstas, disminuyendo el impacto
economico de las epidemias y pandemias causadas por este virus. Gracias a la vigilancia
epidemiologica implementada a traves del GISRS se pueden generar vacunas nuevas cada
afio frente a las cepas antigénicamente mutadas del virus de la gripe, y para las que la

poblacion no tiene inmunidad especifica.

Por otro lado, la FDA recomienda el uso de antivirales de manera profilactica en grupos
de riesgo que han estado en contacto con un infectado por el virus de la gripe (Fiore et al.,
2011)

5.4 Tratamiento

El tratamiento de una infeccion por el virus de la gripe consiste en un conjunto de medidas
e intervenciones disefiadas para detener la replicacién viral, mejorar la sintomatologia del
paciente, hacer frente a las complicaciones y prevenir la diseminacién viral. En la
actualidad existen dos grupos de antivirales aprobados para el tratamiento farmacoldgico

del virus de la gripe: los inhibidores de la proteina M2 y los inhibidores de la NA.
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5.4.1. Inhibidores de la proteina M2

Las aminoadamantinas o inhibidores de la proteina M2, amantadina y rimantadina,
interactuan con los residuos 27 y 34 del N-terminal de esta proteina, bloqueando el canal
ionico formado por ella, solo en los virus de la gripe A. Normalmente este canal i6nico
permite el paso de protones desde el endosoma al interior del virus, por lo que su bloqueo
inhibe la disociacion entre las RNPs y la proteina M1 previa fusion de las membranas que
resultaria en su posterior liberacion al citoplasma. Aunque se encuentran en el mercado
desde 1966 para el tratamiento y prevencion de infecciones por el virus de la gripe, el gran
namero de virus con resistencia a ellos ha limitado su uso, siendo muy poco actualmente.
Se ha visto que las mutaciones L26F, V27A/G o L27S/T, S31IN y G34E son las
responsables de la resistencia a estos farmacos tanto en cepas humanas, porcinas y aviares
(Ison & Hay, 2013).

Ambos farmacos se administran por via oral y pertenecen a la categoria C del embarazo,
dentro de la clasificacion desarrollada por la “"Food and Drug Administration (FDA)™”

(disponible en http:/depts.washington.edu/druginfo/Formulary/Pregnancy.pdf). L0os efectos adversos

asociados a estos farmacos se relacionan a su accion antimuscarinica, entre ellos nauseas,
vomitos, anorexia e hipotension ortostatica. Ambos pueden provocar desorientacion,
confusidn, cefaleas y alucinaciones en un nimero reducido de pacientes, lo cual puede

aumentar con el uso simultaneo de antidepresivos, antihistaminicos y anticolinérgicos.
5.4.2 Inhibidores de la NA

Los inhibidores de la NA maés utilizados son el oseltamivir y el zanamivir, aunque existen
dos farmacos mas, el peramivir, comercializado en Japon y Corea del Sur, y el laninamivir

hasta el momento solo aprobado para su uso en Japdn.

El zanamivir (nombre comercial Relenza®) es un derivado del 2,3 dihidroxi-2-deoxyN-
acetilneuraminico (DANA) vy fue el primer inhibidor de la NA creado en los afios 1980°s,
analogo de &cidos sialicos (Fig. 11). Se une a los residuos E119, D151 y E227 en el sitio
catalitico de la NA, inhibiendo su actividad enzimética. Se administra a través de un
inhalador y solo un 15 % del farmaco llega a las vias respiratorias inferiores, mientras que
el porcentaje restante de distribuye en la orofaringe del paciente (Ison & Hay, 2013), por

lo que su eficacia en pacientes con neumonia severa es incierta. Su uso ha sido asociado a
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broncoespasmo, en ocasiones severo, en pacientes con comorbilidades pulmonares. Las
cepas resistentes al Oseltamivir mantienen la susceptibilidad al zanamivir, por lo que su

uso esté indicado en estos casos (Hayden & de Jong, 2013).

Por otro lado, el Oseltamivir, otro andlogo de é&cidos sialicos (Fig. 12), de nombre
comercial Tamiflu®, se une a la NA a través de una bolsa hidrofébica que expone la
proteina en el residuo E276 tras la interaccion con el farmaco (Ison & Hay, 2013). Es méas
ampliamente usado que el Zanamivir debido a su mayor biodisponibilidad, distribucion
sistémica y la facilidad de su administracion por via oral en todas las edades. Es un
profarmaco convertido en su metabolito activo por esterasas en higado, tracto
gastrointestinal y la sangre, cuya eliminacién es renal. El oseltamivir pertenece a la
categoria C del embarazo, aunque en infecciones graves en embarazadas durante el
segundo vy tercer trimestre ha sido necesario incrementar las dosis por encima de lo
habitual logrando buenos resultados. Algunas cepas H3N2 han mostrado resistencia al
oseltamivir y se han identificado las mutaciones R292K y E119V asociadas a ésta,
mientras que en las cepas H5N1 y HIN1 la resistencia al farmaco ha sido determinada por

el cambio H275Y, también asociado a resistencia al peramivir.

o o
H3C
Fig. 11 Estructura quimica del Zanamivir , Fig. 12 Estructura quimica del Oseltamivir,
tomada de Drugbank, disponible en tomada de Drugbank, disponible en
http://www.drugbank.ca/drugs/DB00558 http://www.drugbank.ca/drugs/DB00198

El Tamiflu®, producido por el grupo farmacético Roche, actualmente forma parte de la
lista de medicinas esenciales para adultos y nifios de la OMS

(http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/93142/1/EML_18_eng.pdf?ua=1) y

(http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/93143/1/EMLc 4 eng.pdf?ua=1). Fue recomendado por ésta

organizacion para el tratamiento de la gripe durante la pandemia de 2009. Se recomendd

también a los gobiernos el acopido de existencias para dar respuesta en caso de una
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pandemia. Estas recomendaciones se hicieron sobre la base de solo dos estudios clinicos
sumistrados por Roche, en los que publicaba que el Tamiflu® disminuia la duracion de
los sintomas de la infeccién y el contagio de persona-persona. Sin embargo, en abril de
éste afio 2014 el grupo Cochrane, a través del British Medical Journal “"BMJ"", publicé un
meta-analisis de 83 estudios clinicos, que no habian sido publicados previamente por
Roche, sobre el uso del Oseltamivir en adultos y nifios (Jefferson et al., 2014)

(http://www.bmj.com/tamiflu). El metanalisis concluye que el Tamiflu® no tiene efectos sobre

los niflos con asma bronquial, grupo especialmente en riesgo de desarrollar
complicaciones tras una infeccion por el virus de la gripe, tampoco existe reduccién en la
tasa de hospitalizacion entre los adultos o el desarrollo de neumonia secundaria, y el
tiempo de reduccién de sintomas en nifios sanos es de aproximadamente 29 horas.
Ademas de efectos adversos asociados al tratamiento, como niuseas, vOmitos,

alteraciones renales y neuropsiquiatricas.

Por ultimo, el peramivir, de nombre comercial Peramiflu®, se administra por via
endovenosa. Posee los sitios de union a la NA del zanamivir y del oseltamivir, ofreciendo
la ventaja terapéutica frente a cepas resistentes; mientras que el laninamivir solo esta
aprobado en Japon y es un profarmaco de administracion inhalada al igual que el
zanamivir y ofrece la ventaja de ser efectivo frente a las cepas H5N1 y H1IN1 con la
mutacion H275Y.

5.4.3. Medidas de soporte

En infecciones por el virus de la gripe no complicadas el tratamiento sintomatico se basa
en el uso de antipiréticos y analgésicos tipo paracetamol u otros antiinflamatorios no
esteroideos (AINES). También pueden emplearse antitusivos en el caso de que la tos sea
muy frecuente o imposibilite el suefio del paciente, ya que ésta por lo general no debe
inhibirse. En los menores de 19 afios debe evitarse el uso de aspirina debido a la
asociacion que existe entre su administracion a nifios y adolescentes como tratamiento
sintomatico durante una infeccion viral y el posterior desarrollo del sindrome de Reye
(Hayden & delJong, 2013; Pugliese et al., 2008). A su vez, desde el afio 2000 en Japdn se
ha prohibido el uso de diclofenaco y acido mefenamico para el tratamiento en nifios de la
encefalopatia por el virus de la gripe debido a su asociacion a una mayor letalidad de la
misma, la cual ha disminuido desde que se acatd esta medida. En el caso de las

embarazadas, el paracetamol es el AINES de eleccidn a utilizar.
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Por otro lado, en las infecciones complicadas en las que se desarrolla neumonia y/o
sindrome de distrés respiratorio agudo (ARDS) el uso de glucocorticoides sistémicos se
ha asociado al incremento en la aparicion de otras complicaciones, como el desarrollo de
neumonia fangica. En los pacientes con ARDS la ventilacion mecénica ha demostrado
mejores resultados, salvando mayor numero de vidas, que el soporte ventilatorio no
invasivo, pero el personal médico debe ser cauto para evitar complicaciones como el
barotrauma.

5.5 Inmunidad

5.5.1. Inmunidad innata

El sistema inmune innato reconoce la infeccion celular por el virus de la gripe gracias a
los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), entre los que destacan: RIG-I, los
““toll-like receptors (TLR)™" y los receptores tipo dominios de oligomerizacioén por union
a nucledtidos ““nucleotide-binding oligomerization domain o NOD-like receptors
(NLR)™, cuya funcion es reconocer patrones moleculares asociados a patdgenos
““pathogen-associate molecular patterns (PAMPs)™”, resumidos en la figura 13, (Iwasaki
& Peiris, 2013).
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Fig. 13. Sensores citoplasmaticos del sistema inmune innato que reconocen la infeccion por el virus de
la gripe. Tomado de Iwasaki & Peiris, 2013.
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Brevemente, como se detallo previamente en la seccion de la proteina NS1, RIG-I
reconoce la estructura conservada de dsRNA adyacente al extremo 5 trifosfato del virus.
Su activacion induce una cascada de sefializacion resultante en la transcripcion de la
familia de interferon tipo | y proteinas antivirales inducidas por éste en las células
infectadas y células aledafias para hacer frente al virus (Krug & Garcia-Sastre, 2013).
Mientras que, por su parte, los TLR-7 y TLR-8 reconocen el ARNv de cadena simple en
el endosoma de células dendriticas y linfocitos B (Baumgarth et al., 2013) vy, a través del
factor regulatorio del interferén-7, también promueven la produccion de INF e inducen la
produccion de citoquinas proinflamatorias por medio de una proteina adaptadora, la
proteina de respuesta primaria y diferenciacion mieloide 88 (MyD88) (lwasaki & Peiris,
2013). Las citoquinas inducen la activacion de células dendriticas, macrofagos y células
“"natural Killers (NK) ™.

Algunas de las proteinas antivirales inducidas por INF son la MxA, la OAS/RNasa L y la

PKR, mencionadas previamente y que detallaremos en esta seccion:

La MxA es una GTPasa citoplasmatica que reconoce las RNPs del virus que han sido
liberadas al citoplasma y cuya funcion es la inhibir la importacion de éstas al nucleo La
OAS es activada por el dsRNA viral y convierte ATP en 2°5 oligoadenilato. Este actla
como segundo mensajero activando la RNasa L, cuya funcién es la de degradar al ARN
de cadena simple tanto viral como celular, inhibiendo la sintesis proteica y la replicacion
viral. Por ultimo, la PRK también reconoce el dsRNA viral y una vez activada fosforila la
subunidad a del factor eucariotico iniciador de la traduccion 2a (elF2a), provocando la
inhibicion de la sintesis de proteinas tanto celulares como virales, ademas de estabilizar el
ARNmM de INF, asegurando una produccion adecuada de esta citoquina (Iwasaki & Peiris,
2013; Krug & Garcia-Sastre, 2013).

Por otro lado, la proteina receptora tipo dominio de oligomerizacion por union a
nucleotidos-3 (NRLP3) de células dendriticas y macrofagos al detectar el virus
oligomeriza y forma un complejo multiproteico llamado inflamosoma, el cual activa la
caspasa 1, responsable de la maduracion de la IL-1pB, y su subsecuente liberacion (Fig.
13). La IL-1p actua sobre las células dendriticas promoviendo el desarrollo de la respuesta
inmune adaptada, suscitando la migracion de neutrofilos, monocitos, células dendriticas y

células NK al tejido pulmonar infectado. Las células NK reconocen las células infectadas
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por el virus de la gripe a traves del receptor citotoxico natural-1 (NCR-1), mientras que
los monocitos que han sido reclutados sufren una diferenciacion a células dendriticas y
macrofagos. Estas células dendriticas derivadas de monocitos actian como células
presentadoras de antigenos estimulando a linfocitos T citotoxicos para que eliminen las
células infectadas, ademas de migrar a los ganglios linfaticos de drenaje donde activan a

linfocitos T y linfocitos B.

5.5.2 Respuesta inmune adaptada: inmunidad mediada por células e inmunidad
mediada por anticuerpos

La respuesta inmune mediada por anticuerpos es inducida rapidamente y conlleva la
formacion de anticuerpos neutralizadores que disminuyen la replicacion y diseminacion
viral tanto a nivel local en la mucosa del tracto respiratorio superior y del tejido pulmonar
en el tejido linfoide asociado a los bronquios, como a nivel sistémico en los ganglios
linfaticos que drenan la infeccion, desde donde migran hacia el lugar antigénico. Estos
anticuerpos van dirigidos al sitio de union al receptor de la HA, donde se encuentran sus

epitopos.

La interaccion de los linfocitos B con los linfocitos T CD4+ activados y con células
dendriticas promueve la diferenciacion de los linfocitos B a células plasmaticas secretoras
de anticuerpos y células B de memoria. Estos seran altamente especificos frente a esa cepa
viral y protegeran al individuo en el caso de a una reinfeccion por una cepa homdloga, sin
embargo, debido a la alta tasa de mutaciones que sufre el virus de la gripe, esta inmunidad
mediada por anticuerpos deja de ser especifica en caso de infeccion por una cepa mutada,
aungue si se mantiene proteccion parcial gracias a la reactividad e inmunidad cruzada de
los anticuerpos neutralizados frente a regiones conservadas de la HA (Baumgarth et al.,
2013; We et al.,, 2013). Durante la ultima pandemia en el afio 2009 por la cepa
A(H1IN1)pmd09 la morbi-mortalidad en los ancianos fue inesperadamente baja, y estudios
serologicos realizados en personas nacidas antes de la década de 1970 mostraron que éstos
individuos estaban parcialmente protegidos por reactividad cruzada de los anticuerpos

frente a una cepa H1N1 previamente circulante (Baumgarth et al., 2013).

La induccion de células plasmaticas secretoras de anticuerpos en los centros germinales de

los ganglios linfaticos se produce aproximadamente a los 3-5 dias. En la mucosa del tracto
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respiratorio superior predomina la secrecion de IgA, mientras que en el tracto respiratorio

inferior predominan las IgM e I1gG.

5.6 Vacunas

La vacunacion frente al virus de la gripe es un enfoque preventivo primario basado en la
inducciéon de inmunidad o proteccion homosubtipica frente a la HA del virus. Los
estudios clinicos para producir la primera vacuna frente al virus de la gripe se iniciaron en
1942 (Salk et al., 1945) y en 1945 se aprob6 la primera vacuna basada en virus
inactivados para su uso en civiles, previa eficacia demostrada en militares (Keitel et al.,
2013).

Cada afio es necesaria la elaboracion de nuevas vacunas frente al virus de la gripe debido
a los cambios antigénicos que sufre el virus. Es por esto que el GISRS, a través de los
centros colaboradores, mantiene la vigilancia antigénica del virus de la gripe aislando
muestras de pacientes alrededor del mundo para tratar de predecir cuales seran las cepas
dominantes en la siguiente temporada (mapa antigénico disponible en http:/antigenic-
cartography.org/). Por lo general se toma como referencia las cepas que circulan durante el
inverno del hemisferio sur para desarrollar las vacunas que se utilizan en el hemisferio
norte (Widdowson & Monto, 2013).

En el momento actual las vacunas pueden utilizar virus vivos atenuados ““Lived
Attenuated Influenza Vaccine (LAIV)” o particulas virales inactivadas a través de
detergentes, los denominados ““split-virions”™ de las * Inactivated Influenza Vaccine
(IV)”, ademas pueden ser trivalentes o cuadrivalentes. EI método mas ampliamente
utilizado para la fabricacion de estas vacunas es el crecimiento viral en huevos
embrionados. Sin embargo éste es un proceso lento, lo que puede comprometer la
disponibilidad de las vacunas durante un brote o epidemia, como ocurrié durante la
pandemia de 2009, en que las vacunas estuvieron disponibles una vez pasado el pico de
infeccion (Widdowson & Monto, 2013). Ademas depende de la vulnerabilidad de la
poblacion de los pollos y la contraindicacién del uso de estas vacunas en personas
alérgicas a la ovoalbumina (Keitel et al., 2013). Es por esto que otras alternativas se estan
implementando, como el crecimiento viral en células de insectos (Cox & Hollister, 2009;
Treanor et al., 2011).
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Las 11V pueden administrarse via subcutanea o intramuscular y se pueden presentar en un
vial de uso Unico o un vial de dosis multiples, mientras que las LAIV se administracion
por inhalacion intranasal. La dosis estandar es de 15 ug de proteina virica (HA) por cepa,
sin embargo estudios recientes muestran beneficios en la utilizacion de dosis elevadas de
45 pg por HA en los ancianos, en quienes un sistema inmune senescente Y la presencia de

enfermedades cronicas pueden disminuir la respuesta a las vacunas (Falsey et al., 2009 ).

Las cepas recomendadas por el CDC para la elaboracion de las vacunas para la presente
temporada 2014-2015 son las mismas utilizadas durante la pasada temporada 2013-2014,
esto es: A/California/7/2009 (HIN1), AlTexas/50/2012 (H3N2) y
B/Massachusetts/2/2012 (linaje Yamagata), mientras que las vacunas cuadrivalentes,
aprobadas desde la temporada pasada, también incluyen la cepa B/Brisbane/60/2008
(linaje Victoria) (Harris et al., 2014).

Las recomendaciones de la OMS para la inmunizacion de grupos especiales se encuentran

disponibles en
http://www.who.int/immunization/sage/meetings/2012/april/1 Background Paper Mar26 v13 cleaned.pdf

Los efectos adversos asociados a las vacunas frente al virus de la gripe incluyen efectos
locales, como eritema e induracion del lugar de la inyeccidon que suelen mejoran en 1-2
dias. Sintomas de afeccion sistémica también pueden presentarse como fiebre, malestar
general, mialgias y cefalea en aproximadamente 1% de los adultos vacunados (Keitel et
al., 2013). Sin embargo, se han reportado efectos adversos severos relacionados al uso de
estas vacunas, como el sindrome de Guillain-Barré, asociado por primera vez a la 11V
durante la campafia de vacunacion de 1976 en la que se estimo un riesgo de 1 en 100,000
vacunados, y estudios mas recientes muestran un riesgo estadisticamente significativo
durante las primeras 7 semanas postvacunacion (Keitel et al., 2013). Ademas, la vacuna
“Pandemrix®"" desarrolla por GlaxoSmithKline utilizando el adyuvante A(s03), usada
durante la pandemia de 2009 ha sido vinculada con el desarrollo de narcolepsia en nifios
en paises como Finlandia, Suecia, Francia y Canada. En agosto de 2010, 14 nifios habian
sido diagnosticados con narcolepsia en Finlandia y el ministerio de salud finlandés ordeno
detener la vacunacion con Pandemrix® debido a la asociacion del desarrollo de la

enfermedad con la temporada de vacunacion (Nohynek et al., 2012; Partinen et al., 2012).
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Por otro lado, se han identificado anticuerpos neutralizadores frente a epitopos
conservados en la HA, los cuales estan siendo investigados con la meta de crear una
vacuna universal frente al virus de la gripe. En 1993 fue descrito el C179, el primer
anticuerpo neutralizador con actividad cruzada frente a cepas H1, H2, H5, H6 y H9. Este
anticuerpo reconoce los epitopos en la regidon conservada de la subunidad HA2. Mas
recientemente, en 2008, fueron identificados los bnAbs (CR6261, F10 y AO06),
anticuerpos neutralizadores frente a cepas H1, H2, H5 y H9 del virus de la gripe,
reconociendo epitopos en el tallo de la HA muy cercanos a la membrana viral (Wei et al.,
2013). Ademas, se ha identificado un segundo epitopo en el tallo de la HA reconocido por
otro anticuerpo neutralizador, el mAb (CR8020), y una region en la HA1 que incluye el
sitio de union al receptor. Esto es, la actividad del CR8020 es complementaria a la
actividad de CR6261/F10, por lo que una vacuna con estos elementos podria brindar
proteccion frente a la mayoria de las cepas del virus de la gripe (Wei et al., 2013).

6. Perspectivas

En el momento actual, en el que la poblacion mundial ha aumentado, y las
concentraciones demograficas se hacen dentro y en los alrededores de las grandes urbes,
donde prima una poblacion joven, con un alto consumo de aves de corral y de cerdos,
ademas, del incremento en la conectividad de las ciudades y regiones gracias a la mejora
medios de transporte, asi como de los viajes interoceanicos a diario, (dentro de un periodo
de incubacion o de infectividad), es fundamental mantener una vigilancia estrecha de la

actividad del virus de la gripe (Jernigan & Cox, 2013).

A su vez, la economia de los paises asiaticos esta fuertemente vinculada a la crianza de
aves de corral. En muchos de estos paises en vias de desarrollo la refrigeracion de la carne
para la venta no estd ampliamente disponible, por lo que se recurre al transporte y la venta
de los animales vivos en los mercados. En las granjas de aves de corral estos animales
pueden tener contacto con aves silvestres que se detienen alli durante su migracion, lo
cual facilita la transmisidn del virus de la gripe aviar entre estas especies, ya que, como
hemos mencionado, las aves acuéticas representan el reservorio natural para el virus de la
gripe (Fouchier & Guan, 2013; Jernigan & Cox, 2013).

La colaboracién internacional es necesaria para la adecuada vigilancia, control y respuesta

rapida a los brotes epidémicos del virus de la gripe. En el afio 1951 se crearon las
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regulaciones internacionales para la salud (IHR) y en 1952 el GISRS (Fig. 14). Més
recientemente, en 2005 se desarrolld el concepto de “~“emergencia de salud publica de
importancia internacional””, definido como un evento extraordinario, que constituye un
riesgo para la salud publica de otros estados por medio de la diseminacion internacional
de la enfermedad y que potencialmente requiere una respuesta internacional coordinada
(Jernigan & Cox, 2013). Cuatro afios méas tarde, el 25 de abril de 2009, el brote
epidémico del virus de la gripe causado por la cepa nueva A(H1N1)pmdO09 recibia esta

clasificacion por la OMS antes de ser declarada pandemia en junio 11 del mismo afio.

Mantener la coordinacion internacional es fundamental para el control y respuesta a un
virus que no respeta fronteras territoriales ni barreras interespecie, que es capaz de
recombinar sus cepas y emerger o reemerger abruptamente sin que tengamos inmunidad

especifica contra él provocando la muerte de millones de personas.

WHO Global Influenza Surveillance and Response System

° o0

National Influenza Centre

WHO Collaborating Centre for Reference and Research on Influenza

WHO Collaborating Centre for the Surveillance, Epidemiology and Control of Influenza

WHO Collaborating Centre for Studies on the Ecology of Influenza in Animals

WHO Essential Regulatory Laboratory |:] Data not available

000 >

26 fori 2012

WHO H5 Reference Laboratory [7] Not applicable e

Data Source: Global Influenza Surveiance and
Response System (GISRS), WHO
r boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines Mep Producion: WHO GISRS Team

Fig. 14 Mapa de los centros colaboradores del GISRS. Tomado de la OMS. Disponible en

http://www.who.int/gho/epidemic_diseases/influenza/virological surveillance/en/
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Conclusiones

e El virus de la gripe A es un virus de RNA cuyo genoma esta fraccionado en 8

segmentos. Es un virus emergente y reemergente debido a la alta tasa de
variabilidad genética. Esta se debe a mutaciones puntuales de las proteinas
viricas (“antigenic drift”) o a recombinaciones de segmentos de genomas de

diferentes cepas (“antigenci shift”).

e La proteina NS1 del virus de la gripe es la principal proteina virica responsable

de inhibir la respuesta inmunitaria del hospedador.

e En los ultimos100 afios se han producido 4 grandes pandemias de gripe A
causadas por la aparicion de nuevas cepas debido a zoonosis y a

recombinaciones entre cepas humanas y animales.

e Las medidas actuales para combatir el virus de la gripe son la prevencion
mediante vacunacion de grupos de riesgo con virus atenuados o inactivados ,y
el uso de antivirales que inhiben proteinas viricas como la amantadina (inhibe
la liberacion de la nucleocapsida) o el oseltamivir (inhibe la propagacion del

virus).

e La gripe A es responsable de la infeccion y muerte de cientos y miles de
personas al afio. Por ello, para disminuir las altas tasas de infeccion es
necesario llevar a cabo programas de vigilancia internacional sobre la
evolucién y epidemiologia del virus. Esta tarea la lleva a cabo el GISRS, una

red de laboratorios internacionales coordinados por la OMS.
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