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RESUMEN

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, Facultad de Medicina

Titulo: Niveles de interferones tipo I y tipo III en mucosa nasal de pacientes
infectados con virus respiratorios.

Numero de paginas: 102

Candidato para obtener el grado de Maestro en Ciencias con Orientacion en
Inmunologia Médica

Introduccién: Las infecciones respiratorias agudas (IRAs) son la principal causa de
morbi-mortalidad y en nuestro pais se reportan mas de 20 millones de casos al afio. Los
virus son los agentes etioldgicos mas comunes, por lo que es necesario estudiar la
respuesta antiviral de interferones contra virus respiratorios en mucosa nasal.

Objetivo: Determinar los niveles de IFNs tipo [ 'y III en mucosa nasal de pacientes
monoinfectados por los virus respiratorios.

Material y Métodos: Se seleccionaron pacientes adultos y pediatricos. Muestras de
exudado faringeo y lavado nasal fueron obtenidas para determinar el agente etiologico y
los niveles de IFNs.

Resultados: El rinovirus afecto con mayor frecuencia y gravedad a los pacientes adultos
mientras que el RSV lo hizo en pacientes pediatricos. El hMPV afecto con mayor
frecuencia a los pacientes pediatricos y el virus mas comun identificado fue el RSV
tanto en adultos como pediatricos en forma de monoinfeccion. Los pacientes pediatricos
hospitalizados infectados con los virus respiratorios presentaron mayores
concentraciones de IFN-A1, mientras los pacientes adultos masculinos mostraron
mayores concentraciones de IFN-A1 comparados con los femeninos (P<0.05). Los
pacientes adultos fumadores asi como aquellos infectados con el hMPV presentaron
menores concentraciones de IFN-A1 y de IFN-B, respectivamente (P<0.05). E1 IFN- A1
predomind en la infeccidon por los virus respiratorios. Los pacientes adultos alérgicos
presentaron una mayor carga viral de RSV comprado con los no alérgicos (P<0.05).
Conclusién: Los virus respiratorios estudiados inducen la produccion de IFN tipo Iy III
en la mucosa nasal de los pacientes infectados, los niveles de estos fueron afectados por
factores propios de la infeccion y de los pacientes; y finalmente el IFN- A1 predomino en
estas infecciones.

Dr. C Adrian G. Rosas Taraco

Director de Tesis



ABSTRACT

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, Facultad de Medicina

Title: Interferons type I and type III levels in the nasal mucosa of patients infected
with respiratory viruses.

Number of pages: 102
Candidate for a Master of Science Degree in Medical Immunology

Introduction: Acute respiratory infections (ARI) are the main cause of morbidity and
mortality; Mexico reports more than 20 million cases per year. Viruses are the most
common etiological agents, so it is necessary to study the antiviral response of
interferons against respiratory viruses.

Objective: Determine IFNs type I and III levels in the nasal mucosa of patients
monoinfected by respiratory viruses.

Material and Methods: Adult and pediatric patients were selected. Samples of
pharyngeal exudate and nasal lavage were obtained to determine the etiologic agent and
IFNs levels.

Results: Rhinovirus affected with more frequency and severity adult patients ,while RSV
did in pediatric patients. HMPV was most frequently in pediatric patients and the most
common virus identified was RSV in both adults and pediatric patients. In-hospital
patients infected with the virus had higher concentrations of IFN-A1, as well as adult
male patients who had higher IFN-A1 concentrations. Adult smokers as well as those
infected with hMPV had lower concentrations of IFN-A1 and IFN-B, respectively. IFN-
Al predominated in the presence of respiratory virus infection. Adult patients with
allergies history had a higher viral load compared to those without allergy history during
the RSV infection.

Conclusion: Respiratory viruses induced the production of type I and III IFNs in the
nasal mucosa of the infected patients, the levels of these were affected by different
factors of the infection and of the patients; And finally IFN-A1 was predominant in these
infections.

Dr. C Adrian G. Rosas Taraco

Director de Tesis
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Introduccion

Infecciones respiratorias agudas

Definicion y etiologia

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) son un conjunto de padecimientos
infecciosos de las vias respiratorias con una evolucion menor de 15 dias en promedio.
Las IRAs son un gran problema de salud publica debido a la gran morbi-mortalidad que
presentan, solo en México son la mayor causa de consultas al médico y atencion
hospitalaria (1). La Organizacion Mundial de la salud describe factores de riesgo que
favorecen este tipo de padecimientos, entre ellos se encuentran los factores ambientales,
individuales y sociales. Entre los factores ambientales se encuentran la contaminacion
del mismo ambiente o en el hogar, el tabaquismo pasivo o activo, una deficiente
ventilacion en la vivienda, los cambios bruscos de temperaturas, asistencia a lugares
publicos con mucha concentracion de personas la cual puede favorecer el contacto con
personas enfermas de IRA. Los factores individuales que predisponen este tipo de
infecciones son las edad, la cual se relaciona con mayor gravedad de la enfermedad en
personas menores de 2 afios y mayores de 65 afios, el antecedente de bajo peso al nacer
asi como la ausencia de lactancia materna, la desnutricion en cualquier etapa de la vida,
el haber padecido infecciones previas del mismo tipo, poseer un esquema de vacunacion
incompleto y la ausencia de diversos minerales y vitaminas como la vitamina A. Entre

los factores sociales se encuentran el hacinamiento y el tipo de vivienda (2).

El tracto respiratorio se dividen en via aérea superior y via aérea inferior y segun la
gravedad de la enfermedad una IRA puede evolucionar sin neumonia, la cual es la
complicaciéon mas comun de esta, en estos casos los pacientes presenta signos y
sintomas por lo general relacionadas con la via aérea superior como tos, rinorrea, fiebre,
otorrea, disfonia, exudado purulento en la faringe y en ocasiones odinofagia. Cuando la
IRA se presenta con una neumonia la via aérea inferior ya se vio involucrada y a la
sintomatologia se agrega la disnea en los pacientes marcando asi una agravamiento de la
enfermedad y si esta persiste y no se trata correctamente puede evolucionar a una

neumonia grave cursando con cianosis y tiraje intercostal, incluso llegando a la muerte.



Es sumamente importante prestar atencion a los datos de alarma en estas infecciones
como la dificultad respiratoria sea cual sea la edad de los pacientes, el rechazo de los
liquidos y alimentos, la somnolencia o el insomnio, la fiebre persistente y la cianosis

peribucal.

La etiologia de este tipo de infecciones puede ser por cualquier patdogeno ya sea bacteria,
hongo, parasito o virus, pero las etiologias mas frecuentes son debidas a virus y
bacterias. En el caso de los menores de 5 afios de edad estos son debido mayormente a
causa viral de los cuales entre los mas comunes se encuentran el rinovirus, virus sincitial
respiratorio, influenza, parainfluenza e incluso el recientemente descubierto
metaneumovirus, el cual se ha visto que desde su descubrimiento en 2001 los casos de
IRA causados por este han ido en aumento.(3) Dentro de una seccion mas adelante se
describiran detalladamente algunos de los virus mas comunes, el cual es el propdsito de
este trabajo.

Dentro de las bacterias mas comunes que son las causantes de este tipo de infecciones
se encuentran S. pyogenes, H. influenza, S. aureus y M.catarrhalis y , S. pneumoniae
siendo esta ultima el agente etioldgico mds comun en neumonias adquiridas en la
comunidad. Las infecciones respiratorias agudas puede existir de manera de
monoinfeccién o como una co-infeccion ya sea con algiin otro virus o bacteria, e incluso
se ha descrito que las co-infecciones de virus con bacterias agravan el estado clinico de
los pacientes(4). Este tipo de infecciones si no se tratan de la manera correcta pueden
evolucionar de un simple resfriado comin a una neumonia ya sea grave o leve, una
bronquiolitis, una bronquitis o incluso exacerbar el asma en aquellos pacientes que lo
padezcan. El que se encuentren los agentes etiologicos como co-infecciones dificulta en
ocasiones el diagnostico de estas enfermedades, ocasionando gran numero de errores de
tratamientos de la enfermedad llegando asi a complicaciones graves como la neumonia y
en muchos casos la muerte de los pacientes. Debido a la gran frecuencia de las IRA en el
mundo es necesario establecer y unificar criterios diagndsticos para asi poder tratar
correctamente este tipo de enfermedades ya que son las causantes de aproximadamente
4-5 millones de muertes al afio y se estima que son las responsables del 6% de

incapacidades y muerte a nivel global(5).



Diagnéstico y Tratamiento

Los criterios diagnosticos y las guias de tratamiento para las ARI no estan unificados a
nivel global como se mencioné previamente. Durante una revision por el médico este se
enfoca en un examen respiratorio en el cual ausculta los campos pulmonares para
verificar la presencia de sonidos anormales durante la respiracion. Si el médico
considera la posibilidad que la infeccidn respiratoria aguda se encuentra en la via aérea
inferior y no en la superior este puede apoyarse con examenes de rayos X del térax o un
tomografia computada de la misma region para verificar la condicion de los pulmones.
Es necesario tomar en cuenta la pulsoximetria la cual indica el nivel de saturacion de
oxigeno que presenta el paciente, el médico puede corroborar su diagndstico clinico de
la infeccion mediante la toma de un lavado nasal o exudado faringeo el cual es el
método mas comun de diagnostico del agente etioldgico, asi como también puede
tomarse una muestra de esputo para el mismo uso, estas muestras ayudaran al
diagnéstico del agente etioldgico viral o bacteriano por lo general mediante Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) o cultivos microbiologicos para asi poder otorgar al
paciente un tratamiento mas adecuado, aunque por lo general este método no es muy
utilizado debido al costo de los andlisis por lo que las infecciones cominmente se
clasifican como inespecificas. Por lo general, el tratamiento para una IRA sin neumonia
incluye incrementar la ingesta de liquidos, mantener la alimentacion habitual, en el caso
de los menores de 1 afio de edad no suspender la lactancia, controlar la temperatura
corporal es sumamente importante y esto se logra por medios fisicos cuando es menor a
38 °C como tomar un bafio o por medio de medicamentos como acetaminofén, el uso de
antibidticos se opta por aquellos pacientes que tienen una rinofaringitis, faringitis,
laringitis o en el caso de que se presente una neumonia la cual ya indicaria una IRA
grave. El uso de broncodilatadores como salbutamol es recomendado en aquellos

pacientes con disnea.(6).

Prevencion
Debido a la gran morbimortalidad que causan las IRA es sumamente importante tomar
en cuenta y dar la importancia debida a las medidas de prevencion para asi poder

disminuir el riesgo de contraer una ARI. Para poder prevenir se debe de conocer en



primera instancia el mecanismo de transmision de la enfermedad, el cual puede ser de
dos maneras, la primera es a través de microgotas respiratorias de una persona infectada
que entran en contacto con otra persona, por ejemplo un estornudo o tos. La segunda es
a través de fomites como panuelos, ropa o cualquier otra superficie que estuviera en
contacto con los aerosoles respiratorios de la persona infectada y mediante una distancia
muy corta pueda entrar en contacto con la persona no infectada. El periodo de
incubacion de cualquier patégeno causante de la IRA es de 1-4 dias aproximadamente y
que la persona puede empezar a contagiar un dia antes del inicio de los sintomas hasta 3-
5 dias después del comienzo de estos. El personal de salud como médicos, enfermeras,
quimicos, y todos aquellos que trabajen con pacientes 0o muestras biologicas de estos
estan en constante riesgo de infectarse y contraer una IRA por lo que se recomienda
tomar medidas preventivas. Las medidas preventivas no solo se aplican a las personas en
contacto con los pacientes o infectados si no a la infraestructura de donde se encuentran
los pacientes en el caso de hospitales o clinicas como por ejemplo mantener més de un
metro de distancia entre los pacientes, mantener bien ventiladas las habitaciones ya sea
con ventilacion mecanica o natural y es recomendable también limpiar todas aquellas
superficies que estuvieron en contacto con dichos pacientes y el correcto desecho de
fomites. Para personal no de salud o en 4reas no hospitalarias solo es recomendable el
correcto lavado de manos asi como evitar contacto con fomites y permanecer en areas
bien ventiladas (7). Algunas IRAs pueden causar brotes a gran escala, con alta
morbimortalidad y pueden constituir una emergencia nacional o internacional de salud

publica por lo que la prevencidén es sumamente importante.

Entidades clinicas en una IRA
Seglin la localizacioén de la infeccion respiratoria aguda las complicaciones o entidades
clinicas pueden ser diversas, pueden localizarse en via 4rea superior o en via aérea

inferior generando asi diversas entidades clinicas.



Infecciones respiratorias altas/superior
Estas infecciones son las que afectan la nasofaringe, orofaringe, laringe, traquea, oido y

senos paranasales

Resfriado comun (Rinitis)

Este padecimiento se caracteriza por la inflamacion de la mucosa nasal y es una de las
infecciones més frecuentes en todo el mundo, este tipo de infecciones declinan con la
edad presentando asi lo menores de 2 anos 6 infecciones al afio aproximadamente , los
adultos con 3 infecciones y las personas de la tercera edad con 4, aproximadamente (8).
La historia natural de la enfermedad es de 7-10 dias aunque en ocasiones puede llegar a
durar 3 semanas. La etiologia comunmente se debe a agentes virales, los mas comunes
son el rinovirus, el virus sincitial respiratorio y enterovirus y coronavirus, siendo el mas
frecuente el rinovirus. Este tipo de infecciones ocurre por lo general en meses frios del
afio pero dependiendo del virus existe una incidencia estacional diferentes como por
ejemplo el rinovirus en otofio y el virus sincitial respiratorio en invierno. Una
descripcion de los agentes virales mas detallada se llevara a cabo en la seccion de virus
mas adelante. La replicacién ocurre en las células del epitelio nasal, por lo que los
sintomas se deben el edema e hiperemia de la mucosa nasal y respiratoria asi como la
destruccion de dichas células epiteliales. Las manifestaciones clinicas dependen del
estado del huésped asi como del agente etioldgico y puede ser tan solo escurrimiento
nasal, edema de la mucosa estornudos, congestion nasal y conjuntival, pueden
presentarse sintomas sistémicos como la fiebre. La enfermedad es auto limitada por lo
que no requiere un tratamiento especifico ademas que no se dispone de farmaco

antivirales para la mayoria de estos virus.(9)

Faringitis y amigdalitis

Este tipo de entidad clinica es frecuente tanto en adultos como pacientes pediatricos. La
mayoria de las faringoamigdalitis son virales pero puede existir también agentes
etioldgicos bacterianos. Virus como el rinovirus, herpes simplex (ly 2) y coronavirus

son de los agentes mas comunes de este padecimiento y en el caso de las bacterias S.



pyogenes es el principal agente relacionado con esta entidad clinica. Las infecciones
ocurren durante todo el afio pero tienen su pico de incidencia en primavera. El grupo
mas afectado de poblacion son las personas de 5-15 afios. La infeccion también depende
el estado inmunoldgico del paciente ya que se ha relacionado mayores infecciones
durante periodos de estrés. El periodo de incubacion por lo general es de 4 dias y el
cuadro clinico mas caracteristico es por lo general la odinofagia acompafiada de vomitos
y fiebre en ocasiones. Para el diagndstico de este padecimiento es sumamente importante
poder diferenciar una infeccion viral de una bacteriana, y para esto se utiliza el exudado
faringeo como prueba de gold standard. El tratamiento por lo general estd dirigido a
evitar complicaciones como supuradas y las no supuradas como fiebre reumatica o
glomerulonefritis en el caso de las causadas por bacterias, por lo que identificando el
agente etiologico se deberd manejar con antibidticos correspondientes o sintomdtico en

el caso de virales(10).

Laringotraqueobronquitis (CRUP)

Es una infeccion viral vinculada con la edad la cual produce una inflamacion del area
subglotica lo que lleva a un caracteristico cuadro clinico de estridor inspiratorio y
disnea. Esta enfermedad se presenta en nifios principalmente menores de 2 afios de edad
y representa aproximadamente el 15% de las IRA en los nifos predominando en el sexo
masculino (11). La causa mds comin de este padecimiento es el virus de la para
influenza 1 seguido del tipo 3. Es importante comentar que la maxima incidencia de
estos casos es durante otofio. La infeccidon se presenta con un cuadro clinico que inicia
en tracto respiratorio superior la cual si no se trata correctamente progresa hasta
involucrar tracto respiratorio inferior. Los signos como el estridor y las sibilancias asi
como la tos resultan por la inflamacion de la laringe y la trdquea. Es un padecimiento
grave ya que la enfermedad se manifiesta principalmente al anochecer acompafiada de
fiebre, polipnea, disnea el cual puede agravarse hasta la muerte. El diagndstico de la
enfermedad es clinico y el tratamiento es sintomatico con el objetivo de mejorar la

permeabilidad de la via aérea (12).



Epiglotitis

Este padecimiento resulta en una obstruccion laringe debido a un edema supra glotico,
se diferencia de la laringitis en que esta ocurre en nifios mayores de dos afios de edad y
que es comun también en personas adultas. La etiologia de este padecimiento es por lo
general bacteriana siento el agente mas comtn H. influenzae tipo b. Los sintomas que se
presentan son la odinofagia, fiebre, disfagia y la disnea debido a la obstruccion de la via
aérea. Para el diagnostico se toma secrecion respiratoria para poder realizar cultivos y
poder dar el tratamiento adecuado de antibidticos y restablecer el flujo de aire adecuado

en la via aérea (13).

Otitis media aguda y otitis externa

Este padecimiento se caracteriza por la inflamacion del oido medio en una manera
aguda. Por lo general afecta principalmente a niflos y adolescentes. S. pneumoniae es el
agente mas comunmente asociado a este padecimiento seguido de H. influenzae
sumando asi el 90% de las causas de esta entidad clinica. La poblacion pediatrica es la
mas afectada debido a que por razones anatdmicas en esta etapa de la vida la trompa de
Eustaquio presenta una disfuncion en la proteccion del oido medio frente a secreciones
de la nasofaringe. Este padecimiento se presenta con otalgia, hipoacusia, fiebre, anorexia
y en ocasiones vomitos y otorrea. Para el diagnostico se deberia de utilizar la
timpanocentesis pero debido a la agresividad del procedimiento por lo general
unicamente se trata de manera empirica con antibidticos (14). En los casos de otitis
externa la infeccion y la inflamacioén se localiza en el conducto auditivo externo y por lo
general se asocia con factores de riesgo como humedad y calor. Los principales agentes
etioldgicos son S. aureus y P. aeruginosa. El diagnostico se realiza mediante la toma de
muestra de exudado del conducto auditivo externo pero debe de realizarse con

precaucion debido a que también se presentaran agentes de la micro biota de la piel(15).



Sinusitis aguda

La inflamacion de la mucosa de los senos paranasales de menos de 4 semanas de
evolucion afecta frecuentemente a poblacion adulta como la pedidtrica. Es importante
comentar que muchos de los agentes que causan este padecimiento son los mismos que
los causantes de las otitis (S. pneumoniea, H. influenzae, S. aureus). Las manifestaciones
clinicas por lo general incluyen tos y rinorrea pero en ocasiones puede acompafarse de
fiebre y cefaleas frontales que aumentan con la posicion en declive. Para el diagndstico
se requiere procedimientos invasivos por lo que cominmente no se practica y se trata
empiricamente con antibidticos y en casos mas extremo puede acompafiarse con drenaje

quirargico. (16)

Infecciones respiratorias bajas/inferiores
Estas infecciones tienen una localizacion en las vias respiratorias bajas como la traquea,

bronquios, bronquiolos, asi como tejido alveolar y parénquima pulmonar.

Bronquitis aguda

Este es un trastorno inflamatorio del arbol traqueo bronquial que se presenta sobre todo
en meses invernales. Afecta poblacion adulta y pediatrica. La etiologia es viral por lo
general siendo el rinovirus, coronavirus e influenza de los mds comunes sin embargo
también se ha asociado M. pneumoniae a este padecimiento. Durante este padecimiento
se encuentra una gran cantidad de secrecion bronquial debido a el edema y la hiperemia
de la mucosa bronquial aunada a la destruccion del epitelio respiratorio. Esto se suele
acompafiar de tos productiva, y en la auscultaciéon se pueden encontrar estertores
acompafiado de fiebre en algunos casos. No existe un tratamiento en especifico y por lo

general es sintomatico (17).

Bronquiolitis

Esta enfermedad se localiza en el tracto respiratorio inferior y se caracteriza porque
aparece durante los 2 primeros afios de vida. Se caracteriza por un patrén estacional
definido en invierno y primavera y principalmente ha sido asociado a el virus sincitial

respiratorio sin embargo el metaneumovirus también ha sido asociado. Es comin



durante los primeros 2 a 10 meses de vida y presenta una mayor frecuencia en varones
(relacion 1.5-1). El principal factor de riesgo para esta enfermedad es la edad de los
pacientes, el hacinamiento en el hogar y la mala ventilaciéon. La patologia de la
bronquiolitis se concentra en el epitelio respiratorio en cual es infectado por el virus
replicandose hasta alcanzar las vias aéreas inferiores ocasionando muerte celular por
necrosis originando asi tapones necrdticos que obstruyen a la via aérea del lactante. Al
inicio de la enfermedad se presenta tos para después presentarse fiebre acompanada de
polipnea, somnolencia, tos sibilante, aleteo nasal y quejido inspiratorio. Si la enfermedad

no se trata correctamente puede llegar a la apnea ocasionando la muerte del lactante(18).

Neumonia aguda

Esta enfermedad se caracteriza por inflamacién en el parénquima pulmonar y puede ser
causada por agentes virales, bacterianos, hongos y parasitos. Se caracteriza por fiebre,
sintomatologia respiratoria variable y la aparicion de infiltrados en la radiografia. Por lo
tanto esta entidad es de diagndstico clinico, radioldgico y evolutivo. Presenta una mayor
incidencia en las edades extremas de la vida y es importante destacar que representa un
gran problema de salud mundial debido a la gran morbimortalidad que presenta y los
costos elevados de parte de las diversas instituciones de salud. Se ha dividido en tres
grupos principales, neumonia adquirida en la comunidad en la cual se encuentran los
pacientes pediatricos y mayores de 65 afos , la neumonia aguda intrahospitalaria la cual
es aquella que se presenta después de 72 horas de estancia hospitalaria o aquellos
pacientes que egresan del nosocomio y presentan sintomas durante los primeros 7 dias
del alta, neumonia en inmunodeprimidos la cual comprende a los pacientes con alguna
inmunodeficiencia como SIDA o pacientes que se encuentran en tratamiento con
medicamentos que puedan disminuir la respuesta inmune. La neumonia adquirida en la
comunidad es la presentacion mas comun de la clasificacion y como agente etioldgico
mas comun se encuentra S. pneumoniae seguido de H. influenzae (19). Fisioldgicamente
los mecanismos de defensa pulmonares mantienen estériles las vias aéreas infra gloticas
por lo que el desarrollo de una neumonia implica un defecto en las defensas del huésped.
La via de llegada de los microorganismos al parénquima pulmonar es por via

descendente por aspiracion de material aerolizado proveniente de otra persona infectada
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con una IRA. Es importante comentar que para que estos microorganismos alcancen el
parénquima pulmonar deben pasar por varias barreras tanto fisicas como quimicas del
sistema respiratorio. Por lo general los sintomas aparecen después de un cuadro catarral,
iniciando con tos seca para después evolucionar a una productiva o mucopurulenta,
puede presentarse fiebre y diaforesis nocturna , vomitos, rinorrea, nauseas, astenia,
adinamia ,lo cual ayuda al diagndstico clinico apoyandose con radiografias de torax. El
tratamiento debe ser oportuno debido a que puede llegar a culminar en la muerte de los
pacientes. Este debe ser orientado segun la etiologia de la enfermedad aunque por lo
general se realiza de manera empirica de acuerdo a la frecuencia de los agentes
mencionados utilizando antibidticos o en el caso de un agente etioldgico viral el uso de
oxigeno de soporte y esteroides para disminuir la inflamacion del tejido asi como

medicamentos antiinflamatorios y antipiréticos(20).

Agentes virales asociados con IRA

Las infecciones respiratorias agudas pueden ser causadas por mas de 250 tipos de virus,
sin embargo entre los méas comunes se encuentran el rinovirus, el virus sincitial
respiratorio y el recientemente descubierto metaneumovirus (21). En esta seccion se
hablara especificamente de estos tres virus debido a que son el enfoque del trabajo de
esta tesis. Sin embargo hay muchos otros que pueden causar esta infecciones y que

también tienen una incidencia alta como el virus de la influenza.

Rinovirus humano

Pertenece a la familia de picornavirus, los cuales se les nombraron asi en el afio de 1963
debido a que son de pequefio tamafio y contenido en é4cido ribonucleico (ARN) y no
ADN, ademas del rinovirus en esta familia se encuentran los enterovirus, hepatovirus,
cardiovirus, alfatovirus y parechovirus. Este agente patdgeno es de los mas comunes en
los humanos y existen mas de 110 tipos serologicos capaces de provocar enfermedad.
Fue por primera vez aislado en 1956 por el Winston Price. Su mayor aislamiento es en
secreciones de tracto respiratorio y presenta una estabilidad en pH &cido labil, su

temperatura optima de crecimiento es de 33°C. El virion del rinovirus es de forma
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icosaedro de 28-30nm de didmetro y contiene 60 subunidades. Estd compuesto de ARN
en un 30% y de proteinas en un 70%. El genoma se compone de ARN de cadena tnica
lineal, sentido positivo de 7-8 kb de tamafo. No posee envoltura y su replicacion es a
nivel del citoplasma. Estd compuesto por una cépside que contiene 4 proteinas virales:
VPI1, VP2, VP3 y VP4. Puede existir una quinta proteina la cual es VPO, esto si el
clivaje para formar VP2 y VP4 no es completo durante el ensamblaje del virion. Las
primeras tres forman la mayor parte de la cépside y la tltima posee un tamafio mucho
menos y se situa en la interfaz entre la capside y el genoma de ARN (22). El genoma de
los virus de este tipo se componen como se mencion6 de una cadena Unica de ARN la
cual contiene aproximadamente 7400 nucleo6tidos. Cuentan con 30% de adenina, 24% de
citosina, 22.5% de guanina y 23.5% de uracilo. Su extremo 3" es poliadenilado y 5 tiene
unido covalentemente un oligopéptido codificado por el virus denominado VPg (virion
protein genoma). El genoma es monocistronico y muestra en ambos extremos de la
cadena zonas no codificadas llamadas NTR. En el centro se encuentra la zona
codificadora que porta 11 genes que originan una proteina de 247 kd para después ser
escindida por 3 proteasas virales (2A,3C,3CD). Los principales epitopos usados para la
formacioén de anticuerpos en el cuerpo humano se encuentran en regiones VP1-VP3.
Dentro de los diferentes serotipos se encuentran 3 especies: RV-A (80 serotipos), RV-
B(32 serotipos) y RV-C(55 serotipos), estas clasificaciones se realizan dependiendo de
la secuencia de nucleétidos. Los serotipos A y B han sido clasificados en grupos
mayores y menores basados en su especificidad para el receptor celular. Los serotipos
que utilizan el receptor de adhesion intercelular (ICAM-1) los cuales son 68 del RV-A'y
todos los de RV-B representan la mayoria o el grupo mayor.. Los restantes serotipos de
RV-A tienen como receptor a LDL representando el grupo menor. Los serotipos RV-C
se unen a CDHR3 que es un miembro de la familia de las caderinas (23).

ICAM-1 se encuentra en células del epitelio respiratorio asi como en macrofagos y
células dendriticas. Aunque el virus no puede infectar a las células del sistema inmune
esta adherencia por ICAM-1 hace a las células menos efectivas para reportar la infeccién
a las células requeridas para generar anticuerpos de memoria. ICAM-1se una a las
proteinas de la capside del virus (VP-1, VP-2 y VP-3). El evento inicial de la replicacion

es la adsorcion del viridon en los sitios receptores de la membrana plasmatica de las
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células la cual es influenciable por el bajo pH y dependiente de los iones de calcio y
magnesio. Después de la adsorcion el virus penetra por mecanismos poco conocidos
para desnudar y liberar el ARN dentro del citoplasma donde ocurre el proceso
replicativo. Usando ribosomas y otras proteinas de la maquinaria celular, el ARN
viral(ARNm),forma polimbosomas para la sintesis directa de una poli proteina que es
posteriormente cortada formando 10s precursores proteicos P1, P2 y P3. Los siguientes
cortes son auto cataliticos y dan lugar a 3 proteinas mas pequenas que son: la proteinasa
3C (necesaria para el corte de proteinas virales), la proteina 3AB, precursora de VPg y
probablemente necesaria para la sintesis de ARN y una ARN polimerasa (3D) requerida
para la copia del ARN. El ARN servird de molde para la traduccion. Como paso
preliminar en el ensamblaje, el precursor de cubierta P1 es cortado por proteinasas
virales para formar una subunidad 5s (promotor inmaduro) compuesta por tres agregados
proteicos (VPO, VP3 y VP1). La subunidad 5s forma pentadmeros, 12de los cuales son
requeridos para formar las 60 subunidades proteicas de la envoltura. La formacion de
virus infectivos es acompafada de cortes de maduraciéon de VPO (en VP4 y VP2),
catalizado por la propia VPO en unién con el ARN viral, para quedar las 4 subunidades
caracteristicas de los picomavirus.

El periodo de eclipse, también llamado periodo latente o de laguna, dura tipicamente de
2 a4 h,y se puede disminuir por el aumento de la multiplicidad de infeccion.

Terminado el proceso de maduracion las particulas virales completas cuentan con 60
copias de cada proteina capsidica, una copia del genoma ARN y una copia de VPg; estas
frecuentemente forman cristales en el citoplasma y son finalmente expulsadas al exterior
por la lisis de la célula infectada. El tiempo requerido para un ciclo de multiplicacion
completo es de 5 a 10 h, dependiendo de variables como el pH, la temperatura, el virus,
la célula hospedera, el vigor nutricional de la misma y el nimero de particulas que la
infectan. Bajo condiciones favorables son expulsadas de 25,000 a 100,000 particulas
virales por célula (24). No existe una vacuna contra este virus ya que existe poca o

ninguna proteccion cruzada entre sus epitopos.
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Virus Sincitial Respiratorio (RSV)

El virus sincitial respiratorio fue descubierto en 1956 en un grupo de chimpancés a las
afueras de Washington D.C por Morris y colaboradores. Observaron que los animales
desarrollaban una especie de resfriado con coriza y lo nombraron inicialmente
CCA(Chimpnzee coryza agent). Posteriormente fue nombrado Virus Sincitial
Respiratorio debido a que la palabra “sincitial” procede de dos términos griegos: el
adverbio “syn” que significa “con” y trasmite la idea de “fusion”, y el sustantivo “cy-
tos” que significa “célula”. Asi queda descrita la principal lesién anatomo- patologica
que produce este virus: al destruir las membranas celulares en los puntos de contacto de
unas células con otras se forman grandes masas protoplasmadticas que contienen los
numerosos nucleos celulares que pertenecian a las células intactas: son los llamados
“sincitios”. Este virus es el principal agente relacionado con las enfermedades
respiratorias en pacientes lactantes y se ha demostrado que también se relaciona de una
menor manera con las IRA en pacientes adultos, y estas ultimas con un estado clinico
grave por lo general. La distribucion de este virus es mundial y por lo general las
infecciones ocurren en meses de invierno y lluvia (25). Existen dos subtipos, A y B. El
RSV se clasifica o pertenece a la familia de Paramyxoviridae. Su genoma estd
conformado por ARN monocatenario o de cadena simple con polaridad negativa y de
aproximadamente 15,2kb los cuales codifican para 10 ARNm Las particulas virales
estan constituidas por una nucleocapside helicoidal cubierta por una envoltura la cual es
lipoproteica y esta se adquiere al momento de que el virus sale de la célula infectada por
el mecanismo de gemacion. Dentro de sus proteinas se encuentran las proteinas virales:
glicoproteina G, la glicoproteina F y la proteina SH, M2, N, P, L y M asi como
proteinas no estructurales NS1 y NS2. . La glicoproteina G se relaciona con la union al
receptor y es la proteina principal de la nucelocapside. La glicoproteina F es la proteina
de fusion y es un factor critico en la infeccion y patogenia e induce la fusion de la
envoltura viral con la membrana plasmatica de la célula hospedera provocando al
formacion de sincitios antes mencionados permitiendo asi la propagacion directa del
virus. La proteina SH tiene caracteristicas hidrofobicas y se acumula en células

infectadas y participa junto con la proteina F y G en la formacion de sincitios y en el
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bloqueo de la apoptosis para la supervivencia de la célula infectada.. Ademds de estas
proteinas se encuentra también la proteina M la cual forma una cubierta proteica en la
cara interna de la envoltura. Estas glicoproteinas se organizan en forma de
protuberancias en la envoltura las cuales miden aproximadamente 11-20nm y se
encuentran separadas entre si por aproximadamente 6-10nm. La nucleocapside es una
hélice simétrica que contiene el ARN viral la cual estd asociada con la nucleoproteina
llamada N antes mencionada , con una ARN polimerasa llamada L, la cual junto con las
proteinas P y N forma el complejo polimerasa , una fosfoproteina P la cual es parte del
complejo de polimerasa y un factor anti terminador de la transcripcion llamado M2. Las
proteinas no estructurales son denominadas NS1 y NS2 y se les denominan asi debido a
que no son encontradas en los viriones maduros como las antes mencionadas y se les
relaciona con la disminucidon de la expresion de interferones tipo 1 en la respuesta
antiviral (26).

Las manifestaciones clinicas durante la infeccion varia de acuerdo a la edad del paciente
y como se coment6 afecta principalmente a lactantes. Las principales manifestaciones o
entidades clinicas son la bronquiolitis y la neumonia en este tipo de poblacion. La
enfermedad comienza con rinorrea acompafiada de disminucién del apetito y puede
originarse fiebre y coriza. Dias mds tarde comienza la tos y las sibilancias y estas
progresan hasta presentar disnea con signos de esfuerzos respiratorios como tiraje
intercostal y aleteo nasal junto con taquipnea. Este tipo de infecciones son aun mas
peligrosas en aquellos pacientes con displasia broncopulmonar o enfermedades
congénitas cardiacas y se ha demostrado que tener el antecedente de una IRA previa
hace que la infeccion con RSV en el lactante curse de una manera mas agresiva con un
comportamiento clinico grave y hospitalizacion del paciente (27). El VRS es
marcadamente contagioso y se transmite por contacto con secreciones respiratorias,
principalmente por contaminacion de las manos y la subsiguiente inoculacién de la
mucosa nasal y conjuntiva. El periodo de incubacién es de 4 a 5 dias y la excrecion viral
puede persistir desde una hasta tres semanas.

La infeccidn se inicia por multiplicacion del virus en las células epiteliales del tracto
respiratorio superior y se propaga hacia el aparato respiratorio inferior después de 1 a 3

dias, probablemente a través de la aspiracion de secreciones infectadas, aunque puede
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extenderse de célula a célula mediante la fusiébn de sus membranas (sincitios antes
mencionados), provocando infecciones respiratorias agudas las cuales si no son
controladas adecuadamente progresan a bronquiolitis y neumonia.

Desde sus inicios, los tratamientos contra el VSRH presentaron -caracteristicas
profilacticas. Estos tratamientos comprenden péptidos sintéticos, antigenos virales
recombinantes, anticuerpos policlonales y monoclonales humanizados, entre otros. El
mas empleado actualmente es el AcM humanizado, palivizumab, ya que se ha obtenido

con ¢l una disminucion en la hospitalizacion de los hospederos mas susceptibles (28).

Metaneumovirus Humano (hMPYV)

Este virus respiratorio tiene pocos afios de haber sido descubierto en comparacion con el
rinovirus y el RSV, su descubrimiento fue realizado en Holanda por Van den Hoogen y
colaboradores en el afio 2001. Pertenece a la familia de Paramyxoviridae al igual que el
RSV. Existen por lo menos 2 especies de hMPV el A y el B. Este virus posee una hebra
simple de RNA negativa no segmentada carece de genes codificadores de proteinas NS1
y NS2. El genoma asociado a las proteinas N (nucleoproteina), P (fosfoproteina) y L
(large) conforma la nucleocapsula helicoidal, envuelta por un manto constituido por una
bicapa lipidica de la membrana plasmatica de la célula huésped, en la cual se insertan 3
glicoproteinas: adhesion (G), fusion (F) e hidrofébica pequena (SH). Las dos primeras
constituyen las espiculas en la superficie del virion y participan en la formacién de
sincictios. En la cara interna de la membrana las glicoproteinas interactian con la
proteina de la matriz (M). La proteina L se considera RNA-polimerasa viral y requiere
para funcionar de la presencia de la proteina N y P (29). Tiene una distribucion temporal
similar a la del RSV presentdndose en invierno. La infeccion por este virus tiene un
periodo de incubacién de 5-6 dias, se transmite a través de aerosoles respiratorios al
igual que los virus antes mencionados(30). Las manifestaciones clinicas durante esta
infeccidon presentan signos y sintomas tanto de via respiratoria alta como de baja o
inferior. Esto incluye cuadros como bronquiolitis, bronquitis y neumonia. Es menos
frecuente la presentacion con laringitis. Los pacientes presentan fiebre, tos y disnea

acompafiada con sibilancias, estas debidas a la inflamacion del arbol traqueo bronquial y
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el atrapamiento aéreo con atelectasias las cuales se pueden demostrar mediante
radiografias de torax. No existe tratamiento o vacuna especifica para esta infeccion viral,
unicamente las medidas de soporte de oxigeno y el manejo sintomdtico asi como

aspirado de secreciones bronquiales (31).

Respuesta inmune antiviral

Se le conoce como respuesta inmune a la actuacion integrada de un gran numero de
mecanismos heterogéneos de defensa contra sustancias y agentes extranos, por ejemplo
los virus, las bacterias, los hongos y parésitos, aunque puede ser cualquier agente no
reconocido por el sistema inmune incluso particulas propias. La respuesta inmune
incluye una gran diversidad de procesos biologicos en el interior del organismo lo cual
permite mantener la homeostasis del cuerpo frente a estas agresiones ya sean externas o
internas (32). Se deben de tomar en cuenta que existen diversos factores del mismo
hospedero la edad, sexo, genética, el estado nutricional los cuales afectan esta respuesta
inmune y son importante en el desarrollo de la enfermedad como en la
inmunopatogénesis. El agente infeccioso viral ingresa a las células mediante receptores
celulares como I(ICAM-1 en el caso de rinovirus, CXCRI para el RSV e integrinas para
el hMPV( (33-35)). Las células del cuerpo contienen mecanismos para detectar
patdégenos por una serie de receptores los cuales se denominan Receptores de
Reconocimiento de Patrones (PRRs) estos pertenecen al sistema inmune innato y se
encargan de reconocer los Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPs). Los
PRRs importantes en el reconocimiento de virus se encuentran los Receptores tipo Toll
(TLR), la familia de genes indicios por acido retinoico I (RIG-1), los receptores tipo

NOD (NLRs) entre otros . (36).

TLRs

TLR3 es de suma importancia en la respuesta inmune antiviral y se encuentra en los
endosomas de las células dendriticas y de los linfocitos B y se encarga de reconocer el
ARN de doble cadena que se encuentra en los virus y es importante mencionar que su
dominio TIR se une a la molécula adaptadora TRIF. El receptor TLR7 al igual que

TLR3 es sumamente importante en la respuesta inmune antiviral debido a que se encarga
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de reconocer el ARN de cadena sencilla de los virus y al igual que su semejante este se
localiza en los endosomas de los linfocitos B, monocitos y macrofagos asi como células
dendriticas, su dominio TIR se une a la molécula MyD88. TLR8 se encarga de
reconocer RNA de cadena sencilla también proveniente de los agentes virales teniendo
una fuerte participacion en la respuesta inmune antiviral, este se encuentra en los
endosomas de los monocitos, macréfagos y células dendriticas y su dominio TIR se une
a MYDS8S. Debido a que este trabajo se enfoca en la respuesta antiviral se describird a
continuacion la cascada de sefalizacion involucrada en TLR3, TLR7 y TLRS. En el caso
de TLR3 localizado en el endosoma reconociendo RNA de doble cadena este en su
dominio TIR recluta a la molécula adaptadora TRIF la cual inicia la cascada de
sefializacion al reclutar a una proteina llamada RIP1. Esto puede tomar 2 caminos, uno
de ellos mediante las moléculas TRAF 3 los cuales generan la estimulacion de las
quinasas IKK, TBK1 y/o IKKe en un complejo de quinasas que también contienen a
IKK vy y TANK llevando asi a la fosforilacion y activacion de los factores reguladores
de interferon 3 Y 7 (IRF3 e IRF7) con la subsecuente induccion de la produccion de
interferones tipo I y tipo III. Estos son la base de una buena respuesta inmune antiviral
(més adelante en esta seccion se hablara de ellos mas detalladamente). El otro camino es
por medio de TRAF6 la cual ocasiona que la quinasa TAKI1 estimule al complejo de
quinasas IKKy, IKKa e IKKb. Este complejo de quinasas se encargara de fosforilar a
Ikb el cual se encuentra inhibiendo a los factores de transcripcion p65 y p50. Una vez
fosforilada estas dos factores podran traslocarse al ntcleo y junto con IRF3 e IRF7
estimular la produccion de IFN tipo I y tipo III. Para el caso de los TLR7 y TLR8 los
cuales reconocen RNA de cadena sencilla se utilizaré la proteina adaptadora MYDS8S8 (a
diferencia de TLR3 quien utiliza TRIF) para después activar un complejo de proteinas
llamado IRAK que contiene a IRAK4 e IRAK1. Aqui la cascada de sefializacion puede
seguir dos caminos, por medio de la molécula TRAF6 quien estimulara a TAK1 quinasa
y se seguird la misma via que TLR3 para estimular la produccion de IFN tipo I y tipo III
por medio de los factores de transcripcion p65 y p50. El otro camino es mediante la
molécula TRAF3 quien estimula a la quinasa IKKa para que esta fosforile a IRF7 y
pueda traslocarse al nuicleo y asi estimular la produccion de IFN tipo 1y tipo III (37). Es

importante comentar que a pesar de que TLR3 reconoce RNA de cadena doble este es
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capaz de montar una respuesta inmune contra los virus de RNA de cadena sencilla
debido a que durante el ciclo de replicacion viral llega a formarse una doble hebra de

RNA el cual puede ser reconocido (38).

RLRs

Los receptores tipo RIG-1 o RLRs también actuan como sensores para la replicacion
viral. Existen 3 RLRs , RIG-1, MDAS y LGP2. RIG-1 se une con mayor afinidad a
RNA de doble cadena de una longitud corta (menos de 300 pares de bases) y con una
caracteristica especial la cual es que este trifosforilado en su extremo 5°, mientras que
MDAJS se une a RNA de doble cadena con una longitud mayor (mayor de 1000 pares de
bases) sin especificidad por la terminaciéon. LGP2 se ha demostrado que también tiene
afinidad por el ARN sin embargo atin no se dilucida su funcion durante las infecciones y
se cree que tiene un funcion inhibitoria. La estructura basica de estos receptores consiste
en un dominio CARD (de reclutamiento de caspasas) una ATPasa que contiene una
helicasa DEAD y un dominio C terminal. LGP2 carece de dominio CARD (39). Tanto
RIG-1 como MDAS al momento en que detecten este RNA viral activan a su proteina
adaptadora llamada IPS-1 la cual estimulara a un complejo de proteinas conformado por
TRAF3, TANK y NAPI1, estas estimularan a las quinasas TBK1, IKKe y a la proteina
DDX3 las cuales fosforilaran a IRF3 y a IRF7 para poder que se transloquen al nucleo

celular y estimular la produccién de IFN tipo [y tipo III (40).

NLRs

Los receptores tipo NOD o NLR estan agrupados en una familia que contiene 22
miembros proteicos, su estructura basica contiene un dominio de reconocimiento de
leucina, un dominio central de oligomerizacion llamado NOD y un dominio de
senalizacion el cual contiene el dominio CARD que se encarga del reclutamiento de
caspasas, purinas asi como dominios que se encargan de inhibir la apoptosis. Su
senalizacion al momento de la activacion de estos receptores ocasiona que los dominios
NOD se unen a una proteina cinasa a través de su dominio CARD llamada RIP2, esta
recluta a un grupo de proteinas (IKK, TAB1/2 y TAK1) las cuales forman un complejo
proteico llamado MAKK quien fosforila a la quinasa JN (JNK) y a P38. Estos ultimos se
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encargaran de traslocarse al nucleo celular para ocasionar la expresion de genes a través
de los factores de transcripcion NFkB y AP-1. Esta sefializacion promovera asi la
produccion de citocinas pro inflamatorias como IL-1, TNF-«, IL-4, IL-12, IL-18, IL-
18. Esta via de sefializacion también participa en la secrecion de IL-1b por un
mecanismo dependiente de caspasa asi como en la formacion del inflamasoma (una

inflamacion estéril)(41).

Interferones (IFN)

Los interferones (IFN) son la principal linea de ataque en contra de una infeccion viral.
Estos fueron descubiertos en el afio de 1957 cuando Isaacs y Lindenmann describieron
una seria de moléculas que eran producidas en las células tras la infeccion con el virus
de la influenza. Estos son un grupo de proteinas de sefalizacién son producidas y
secretadas por la célula del huésped en respuesta a una infeccion viral en este caso. Estos
interferones son parte de una gran familia proteica llamada citocinas. Estos son
nombrados interferones debido a su capacidad para interferir con la replicacion viral
(42). Se han identificado mas de 20 genes y proteinas de IFN en humanos, normalmente
se dividen en 3 categorias: IFN tipo I, IFN tipos II e IFN tipo III. Los interferones tipo I
presentes en humanos son IFN- «, IFN- 3 , IFN- ¢, IFN- k e IFN- w, estos son
producidos por los fibroblastos y los monocitos. Una vez liberados se unen a un
complejo receptor en la superficie celular de la mayoria de las células, este receptor se
denomina IFNAR conformado por IFNAR1 y IFNAR2. El interferones tipo II es
conocido también como IFN-y este es activado por IL-12. Este tipo de interferones son
liberados por las células T helper tipo 1. Su receptor es llamado IFNGR el cual se
conforma de IFGR1 y IFNGR?2. Los interferones tipo III son denominados IL-28A/IFN-
A 1, IL-28B/IFN- A 2, and IL-29/IFN- A 3. Estos son producidos por todos los tipos
celulares sin embargo su receptores IFNLRI forma un complejo con una proteina
llamada IL10R. Este complejo receptor unicamente se encuentra en los hepatocitos y en
las células epiteliales (43).Debido a que en nuestro trabajo solamente no enfocamos en
los IFN tipo I y los tipo III se describirda brevemente a continuacion la via de

senalizacion de estos. Ambos tipos de INF (I y III) poseen la misma via de sefializacion,
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la tnica diferencia es el receptor ya antes mencionado. Una vez activado el receptor esto
sefializan por la via JAK-STAT para asi estimular a los ISRE (elemento de respuesta
estimulado por interferén), lo cual originard una serie de proteina (més de 300) con
efectos antivirales tanto autocrinos como paracrinos. Algunos ejemplos de estas
proteinas son las OAS, MXA, IFIT1/2,PKR ISG15 CH25H, Viperina entre otras. Estas
proteinas afectaran las diferentes etapas de la replicacion viral como por ejemplo las
proteinas OAS mxA y PKR afectan en la entrada, el desnudamiento, la transcripcion del
RNAm viral asi como la traduccién de este y la replicacion mientras que las proteinas
Viperina e ISG15 afectan en la envoltura del virion asi como en la replicacion y
liberacion de estos, controlando asi la infeccion viral (44). Esta respuesta inmune cabe
mencionar que puede ser burlada en ocasiones por mecanismos de evasion viral
causando asi el establecimiento de una infeccion en el hospedero. La capacidad viral de
variar antigénicamente es uno de los mecanismos de evasion mas importante usado por
una gran cantidad de virus. Estos en ocasiones son debido a errores cometidos por la
transcriptasa viral que puede llegar a cambiar de un 10 -30% de las regiones
hipervariables. Otro mecanismo es debido a mutaciones puntuales que presentan los
virus originando asi un cambio antigénico que ocasiona un reordenamiento de
segmentos enteros de RNA viral que producen un nuevo agente viral para el cual la
poblacion o el hospedero no tiene inmunidad ocasionando pandemias o epidemias (45).
Dentro de esta respuesta inmune antiviral se encuentran también un grupo de proteinas y
glucoproteinas producidas por una gran variedad de tipos celulares, las cuales actiian
principalmente como reguladores de esta respuesta inmune. Este grupo proteico se
denominan Citocinas y fueron descubriéndose aproximadamente hace 50 afios con el
descubrimiento por parte de Isaac y Lindermann de la actividad del interferéon. Afios mas
tarde durante afios sesenta se evidencio la presencia de diferentes actividades bioldgicas
en el sobrenadante de cultivos celulares. Asi fue como los factores estimuladores de
colonias (CSF) fueron descubiertos por Robinson y colaboradores, estos fueron llamados
asi debido a su capacidad de estimular la formacion de granulocitos y macréfagos en la
médula 6sea. Mas adelante, en 1969, el grupo de Dumonde designd con el nombre de
linfocina una serie de mediadores de la inmunidad celular producidos por los linfocitos.

En los afios siguientes se caracterizaron diversas linfocinas, asi como otros mediadores

21



producidos por los monocitos que fueron denominados monocinas. En 1974 el grupo de
Cohen propuso utilizar el nombre de citocinas para referirse en general a esta cada vez
mas amplia serie de mediadores celulares originados en muy diversos tipos celulares.
Dentro del grupo de las citocinas se incluyen las interleucinas (IL), los factores de
necrosis tumoral (TNF), los interferones (IFN) antes mencionados , los CSF y las
quimocinas (46). Las citocinas forman una compleja red de diversas interacciones las
cuales conectan distintos tipos celulares, estas citocinas pueden inducir o suprimir su
propia sintesis o la de otras citocinas asi como tener un efecto sinérgico con otras o
incluso llegar a estimular o suprimir la expresion de sus receptores en las diversas
células, esto debido a que poseen un efecto autocrino, paracrino, yuxtacrino y retrocrino.
La actuacion de las citocinas es debido a su interaccidon son sus diversos receptores de
membrana celulares desencadenando asi una cascada bioquimica que culmina en la
funcién de cada una de las diversas citocinas. Estas moléculas proteicas tienen un efecto
redundante garantizando asi la homeostasis del cuerpo humano y actian como
reguladores sistémicos a concentraciones de nano o pico moles, modulando la actividad
de un amplio espectro de tipos celulares que, en general, es bastante superior al de las
hormonas. El epitelio respiratorio en respuesta a la infeccion viral secreta una gran
variedad de citocinas para poder asi intentar mantener la homeostasis y evitar la
enfermedad. Entre las citocinas asociadas a la respuesta antiviral se encuentran los
interferones, asi como la interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) (47), factor de
necrosis tumoral « (TNF- « ), factores estimuladoras de colonias de granulocitos y
monocitos (GM-CSF). IL6 es especialmente importante debido a que esta ayuda a la
transicion de la respuesta inmune innata a la adaptativa promoviendo la diferenciacion
de monocitos y células T, altos niveles se asocian o correlaciones con la gravedad de la
enfermedad y si deficiencia puede ocasionar una replicacion viral descontrolada
resultando en una mortalidad elevada (48) (49). Otras citocinas como el TNF-« se
asocian con una mayor morbilidad si su niveles estan elevados mientras que los factores
de crecimiento como GM-CSF ayudan al reclutamiento de células dendriticas en tejido
respiratorio como de macrofagos en dicho tejido (43). Interleucina 8 se ha asociado a
sindromes respiratorios como complicaciones a infecciones virales (50). Se ha descrito

una red de citocinas implicadas en la respuesta tanto celular como humoral, la IL-1
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liberada por las células epiteliales infectadas causan una estimulacion de una respuesta
Th17 lo que lleva la produccion de IL-17 y a si al reclutamiento de los neutrofilos. En
esta estimulacion neutrofilica también participan la IL-6 y TGF-B. Incluso la
linfopoyetina estromal timica se ha asociado al reclutamiento y maduracion de las
células detriticas en epitelio respiratorio ocasionando la activacién de celular T para
poder tomar el camino de la respuesta Th2 secretando IL-4 e IL-13 y provocando
inflamacion en el musculo liso y al mismo tiempo activando a las células B para la
produccion de anticuerpos. Este camino también puede llevar a la produccion de IL-5
por parte de las células Th2 y estimular a los eosinéfilos. La célula T activada por la
célula dendritica puede tomar el camino de Th17 mediante la produccion de IL-6 e IL-
23 activando asi a los neutrdfilos. Se ha asociado también que las células epiteliales
pueden participar en la produccion de IL-25 e IL-33 lo cual lleva a la estimulacion de los
linfocitos innatos tipo 2 (ILC2) y la posterior produccion y liberacion de IL-5 e IL-13
por los mismos (51). Aunque se conocen las bases de esta respuesta inmune es necesario
generar mucha maés informaciéon para poder dilucidar especificamente la respuesta
inmune antiviral para cada virus en especifico y poder generar nuevos métodos
diagndsticos asi como nuevas terapias para este tipo de infecciones con una gran elevada

morbimortalidad.

Monoinfeccion Vs Co-infeccion

El agente etiologico de las IRA no siempre es conocido, los pacientes con infecciones
respiratorias habitualmente son seguidos de forma ambulatoria, sin estudio de la
etiologia de la misma y cuando son hospitalizados, las técnicas de estudio que se utilizan
habitualmente carecen de sensibilidad adecuada. Sin embargo durante los ultimos afios
el estudio y la deteccion del/los agente/s etioldgico/s durante las infecciones se ha
convertido en una tendencia desde la aparicion de las distintas pruebas moleculares para
su analisis. Estas técnicas moleculares por lo general solamente se utilizan en estudios
de investigacion y no para diagnosticos de rutina debido al elevado costo que presentan.
Las infecciones virales respiratorias pueden presentarse de dos maneras hablando
especificamente del agente etioldégico: a) monoinfeccion siendo solo un agente el

causante de la enfermedad; o b) co-infeccion siendo mas de un agente el causante por lo
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general virales, bacterianos o comunmente ambos. Se ha reportado que el nimero de co-
infecciones detectadas ha ido en aumento durante los ltimos afios aproximadamente en
un 50%. En muchas ocasiones el manejo clinico de los pacientes hace sospechar el tipo
de virus que causa la IRA (bronquiolitis asociada con la infecciéon con RSV), sin
embrago en muchas mas ocasiones la presentacion clinica no se determina por el tipo de
virus infectante y pacientes infectados por un virus especificamente no tienen un patréon
clinico distinguible con aquellos que presentan varios agentes etiologicos de la IRA
(52). Esto genera en la actualidad una gran discusion acerca de la relacién o la
importancia que existe entre una Monoinfeccién o co-infeccidon con la patogénesis y
gravedad clinica de los pacientes y la evolucion de la enfermedad, mientras que algunos
autores reportan que entre mas agentes virales causen la IRA mas grave es la
enfermedad cursando de una manera mas agresiva y requiriendo hospitalizacion de los
pacientes (53), otros investigadores reportan que en sus hallazgos no encontraron
relacién alguna entre estas variables (54). Durante una IRA con una co-infeccion
bacteriana se ha demostrado que la gravedad clinica de los paciente si es afectada,
presentando una sintomatologia mas grave que aquellos que solo tienen una

monoinfeccion o co-infeccion viral (55).

24



ANTECEDENTES
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Antecedentes

El rol y la importancia de los IFNs durante la respuesta antiviral se ha evaluado en
diferentes tipos es estudios durante varios afios. Muchas de las investigaciones se han
realizado principalmente en cultivo celular y en modelo animal, tal es el caso del
rinovirus humano en el cual mediante cultivos celulares se ha encontrado un aumento
en los niveles de interferones tipo III especificamente el de Al , haciendo constar que
estos estan involucrados en la patogénesis de la infeccion por este virus incluso se
describe que el tratamiento de cultivos celulares con este tipo de IFNs ocasiona incluso
una disminucién de la carga viral del rinovirus (56) , sin embrago se debe tomar en
cuenta que la carga viral no siempre esta asociada con el estado de la infeccion ni con la
gravedad de esta. El rol de los IFNs durante la infeccion por rinovirus atn no es del todo
comprendido e incluso se creia que los IFNs tipo I disminuian durante la infeccion (57),
provocando una menor respuesta antiviral. Incluso este virus ha sido asociado con
exacerbaciones asmaticas y se cree que los IFNs juegan un rol importante en la respuesta
inflamatoria que causa la agudizacion de esta enfermedad cronica (58). El virus sincitial
respiratorio es uno de los agentes los cuales ha causado una gran morbimortalidad
principalmente en pacientes pedidtricos, por lo que es uno de los virus con mayores
areas de estudio, y a diferencia del rinovirus muchos de los estudios en este caso abarcan
pacientes pediatricos, sin embargo estos estudios son clinicos y principalmente han sido
para el estudio de la bronquiolitis(59). Uno de los principales hallazgos en cultivos
celulares fue que durante la infeccion por este virus los IFNs tipo I como los tipos III se
encuentran elevados en comparacion con los controles y estos participan activamente
para la resolucion de la misma , también se describe que a pesar de que ambos tipos de
IFNs estan expresandose los IFNs tipo III son los que tienen una mayor concentracion y
por lo tanto un mayor efecto antiviral durante la infeccion (60). Un efecto similar
también ha sido demostrado en experimentos con modelos animales en los cuales
ratones infectados con el virus de influenza produjeron mayores concentraciones de
IFNs tipo III comparados con los de tipo I. La razén del porque este virus afecte de una
manera mas frecuente a los lactantes no esta bien establecido atin, sin embargo se cree
que concentraciones bajas de los IFNs especificamente los tipo I en las células

dendriticas plasmacitoides sea un factor que hace mas propensos a esta poblacién en
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especifico a la infeccion (61). Al no existir un tratamiento especifico para este tipo de
infeccion se ha optado por el uso de medicamentos antivirales, sin embargo se ha
demostrado que en el caso de el RSV este tipo de tratamiento puede disminuir la accion
de los IFNs tipo III haciendo mas susceptible al paciente a presentar complicaciones
asociadas (62). El metaneumovirus humano no puede distinguirse clinicamente del RSV
ya que también se ha asociado a el mismo cuadro clinico y complicaciones y esa es una
de las razones por lo que muchas de las ocasiones se les asocia en un mismo estudio,
incluso se ha demostrado que este virus promueve una respuesta antiviral muy similar a
la del RSV (63) Existe una menor cantidad de estudios los cuales describan el efecto de
los IFNs ante la monoinfeccion con el hMPV y la mayoria de estos son modelos
animales y cultivos celulares siendo la minoria el estudio con modelos humanos. , Esto
debido a que es un virus de reciente descubrimiento (2001), sin embargo existen reportes
en modelos in vitro los los cuales indican que la infeccion por este virus es resistente a
los IFNs tipo I (64) y que los interferones tipo III participan de una manera mas activa
con una mayor concentracion durante la infeccion, teniendo asi un papel fundamental
para la resolucion de la misma (65, 66). La mayoria de los estudios que se encuentran
hoy en dia son en cultivos celulares o modelos animales y pocos se realizan en modelos
humanos y a pesar de esto la mayoria se enfoca en las vias respiratorias inferiores por lo
que nuestro estudio aporta informacidon necesaria para una mayor comprension de la

fisiopatologia de estas infecciones.

A la fecha existe poca informacion de los niveles de IFNs en mucosa nasal en pacientes

monoinfectados con rinovirus, virus Sincitial respiratorio y Metaneumovirus.
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Justificacion

Las IRA's son un problema de salud mundial debido a la gran morbimortalidad que
causan. A la fecha existe poca evidencia de la respuesta inmune de infecciones
respiratorias virales en mucosa de tracto respiratorio superior. Por lo tanto es necesario
dilucidar el microambiente de interferones tipo I y III en mucosa nasal de pacientes

MONOINFECTADQOS por Rinovirus, Virus Sincitial Respiratorio y Metaneumovirus.
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Objetivo general

Determinar los niveles de interferones tipo I y III en mucosa nasal de pacientes

MONOINFECTADOS por Rinovirus, Virus Sincitial Respiratorio y Metaneumovirus.

Objetivos especificos

1. Identificar el agente viral asociado a la infeccion respiratoria aguda.

2. Determinar los niveles de Interferones tipo I y Il en mucosa nasal en pacientes

infectados con virus respiratorios.

3. Relacionar las variables estudiadas con el estado clinico del paciente.
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Material y métodos

Estrategia general y seleccion de los pacientes

Los pacientes pediatricos se colaboré con el servicio de Pediatria del Hospital
Universitario de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. La seleccion de los pacientes
adultos se realizé de un estudio previo en la Tesis de Erick Arredondo Loza cuyos
pacientes fueron reclutados en las instalaciones de Servicios Médicos de la Universidad

Auténoma de Nuevo Leon.

Se tomaron en cuenta los siguientes criterios para la seleccion de los pacientes.
Pediatricos
Criterios de inclusion:

1. Pacientes menores de 18 afnos de edad no importando género.

2. Diagnostico clinico de infeccion respiratoria aguda.

Criterios de exclusion:

1. Paciente trasladado de otro hospital en el que hubiera estado internado por mas

de 48 horas.

2. Internamiento en los tres meses previos por mas de 48 horas por cualquier
causa.
Episodio de infeccion respiratoria aguda en los ultimos 30 dias.
Tuberculosis pulmonar activa o sospechada por caracteristicas de la placa.
Paciente con cualquier neoplasia y/o que esté recibiendo quimioterapia.

Paciente con sindrome de inmunodeficiencia adquirida por VIH.

NS AW

Uso de esteroides de manera cronica
Criterios de eliminacion:

1. Baja cantidad de muestra.

2. Mala calidad de la muestra.
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Adultos
Criterios de inclusion:
1. Pacientes mayores de 18 afnos de edad no importando género.

2. Diagnostico clinico de infeccion respiratoria aguda.

Criterios de exclusion:

1. Paciente trasladado de otro hospital en el que hubiera estado internado por mas
de 48 horas.
Internamiento en los tres meses previos por mas de 48 horas por cualquier causa.
Episodio de infeccion respiratoria aguda en los ultimos 30 dias.
Tuberculosis pulmonar activa o sospechada por caracteristicas de la placa.
Paciente con cualquier neoplasia y/o que esté recibiendo quimioterapia.
Paciente con sindrome de inmunodeficiencia adquirida por VIH.

Uso de esteroides de manera cronica.

e A o

Mujeres embarazadas

Criterios de eliminacion:
1. Baja cantidad de muestra.

2. Mala calidad de la muestra.

Es importante mencionar que se incluyeron 9 controles adultos asi como 5 controles

pediatricos de los cuales se daran las caracteristicas en la seccion de resultados.

Obtencion de las muestras

El enrolamiento de los pacientes pediatricos se realizd en el Departamento de Pediatria
del Hospital Universitario. Se procedio6 a realizar una encuesta para obtener datos de la
historia clinica de los pacientes asi como datos sociodemograficos de los mismos. Se
realizo la toma de exudado faringeo a los pacientes mediante el uso de un hisopo medico
apoyandose con un abate lenguas para poder tener una mejor vista de la faringe en su

pared posterior, para después pasar a almacenar los hisopos en medio de transporte viral.
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Ademas de la toma del exudado faringeo se procedid también a tomar una muestra de
lavado nasal en los pacientes, esto posicionando la cabeza de los mismos en una
posicion decubito lateral para facilitar la toma de muestra. Se emplearon pipetas Pasteur
de pléstico con solucion fisiologica a temperatura ambiente para realizar los lavados
nasales para posteriormente colocarlos en crio tubos y se almacenaron a -80°C hasta su

procesamiento.

Identificacion de los agentes virales

Extraccion de acidos nucleicos (estuche QIAamp MinElute Virus Spin)

En tubos de polipropileno de 1.5 mL se afiadié 25 pL de proteasa, 200 L. de muestra
(transporte viral) y 200 pL de acarreador de ARN-AVL previamente preparado. La
mezcla se agitd vigorosamente durante 15 segundos e incubd en placa caliente (56 °C)
durante 15 minutos y se centrifugo. Posteriormente, se adicion6 250 puL de etanol
absoluto grado biologia molecular, se agito vigorosamente y se incubd 5 minutos a
temperatura ambiente. El volumen total se adiciond a columnas “QIAamp MinElute”,
las muestras fueron centrifugadas durante 1 minuto a 6,000 x g, se descartd el tubo
colector . La columna se colocé en uno nuevo para adicionar 500 pL de solucién
amortiguadora “AW1”. Las muestras fueron centrifugadas durante 1 minuto a 6,000 x g,
se descart6 el tubo colector y se colocd la columna en uno nuevo para adicionar 500 uL.
de solucion amortiguadora “AW2”. Las muestras fueron centrifugadas durante 1 minuto
a 6,000 x g. El tubo colector fue descartado y se coloco la columna en uno nuevo, se
adicion6 500 pL de etanol absoluto grado biologia molecular y las muestras fueron
centrifugadas durante 1 minuto a 6,000 x g. El tubo colector fue descartado y se colocod
la columna en uno nuevo y centrifugdé durante 3 minutos a 20,000 x g. La columna fue

incubada a 56 °C durante 3 minutos, posteriormente, el tubo colector fue descartado y la
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columna fue colocada en un tubo de polipropileno de 1.5 mL. Se adicion6 50 puL de
solucion amortiguadora “AVE” directamente en la membrana e incubd durante 1 minuto
a temperatura ambiente. Las muestras fueron centrifugadas a 20,000 x g durante 1
minuto. Finalmente, las muestras fueron almacenadas en congelacion  (-80 °C) hasta

Su uso.

Cuantificacion de acidos nucleicos

Las muestras fueron cuantificadas empleando un NanoDrop 200. El equipo se ajustd con
un blanco para andlisis a una absorbancia de 280/260 nm y con el factor para ARN.
Posteriormente, la muestras problemas fueron analizadas y las concentraciones y purezas

fueron registradas.

xTAG® Respiratory Viral Panel Fast v2 (Luminex)

Para la mezcla maestra (MM) se llevo a cabo la adicion de 1.3 pL. de agua libre de
ARNasas, 4 pL de solucion amortiguadora “OneStep” 5x, 1.1 pL de mezcla de
nucledtidos xXTAG ®, 2 pL de cebadores xXTAG®, 1.6 uL de mezcla de enzimas
“OneStep”. Luego se agreg6 10 uL de MM a cada uno de los tubos previamente
etiquetados y 10 uL de acidos nucleicos extraidos. Se realizaron controles con ADN
lambda o agua libre de ARNasas. Los tubos fueron agitados durante 2-5 segundos y se
bajo el liquido al fondo usando una minicentrifuga. Los tubos fueron colocados en el
termociclador precalentado (50 °C) y la RT-qPCR multiplex se llevd a cabo siguiendo

las condiciones mencionadas en la Tabla 1.
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Tabla 1 Condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa multiplex para deteccidn de agentes
virales utilizando el kit XTAG® Respiratory Viral Panel Fast v2.

Paso Tiempo Temperatura (°C)
1 Precalentado 20 min 50
Activacion de
2 15 min 95
polimerasa

3 Desnaturalizacion 30s 95
4 Alineamiento 30s 59
5 Extension 30s 72
6 Ir al paso 3 x 35 veces

7 2 min 72
8 Infinito 4

La hibridacion se llevo a cabo en una microplaca para PCR adicionando 20 pL de
microesferas, 2 pL del producto de RT-PCR y 75 pL de SA-PE diluido en solucion
amortiguadora informante a cada uno de los pocillos. Se mezclaron suavemente por
pipeteo y se colocaron en el termociclador previamente precalentado (45 °C) y
programado 20 minutos a 45 °C. La adquisicion de datos se llevo a cabo en el Bioplex

200 (Biorad) empleando el software xPONENT.
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Cuantificacion de los agentes virales

Este procedimiento aplica para Metaneumovirus humano, Rinovirus y VSR. Las

reacciones de cuantificacion se llevaron a cabo adicionando, a tubos de PCR, 5 pL de 2x

“QuantiNova Probe qRT-PCR de Qiagen”, 0.1 pL de “QN Probe RT mix”, 0.5 pL de

20x mezcla de cebadores/sonda, 1.9 uL de agua libre de ARNasas y 2.5 pL de la

muestra, control positivo o sin templado (curva estandar o agua libre de ARNasas,

respectivamente. El termociclador CFX-96 (Bio-Rad) fue configurado como se muestra

en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de la reaccidén en cadena de la polimerasa para cargas virales utilizando estuches de

Genesig y QuantiNova.

Paso Tiempo Temperatura (°C)
1 RT 10 45
Activacion de
2 5 95
polimerasa
3 Desnaturalizacion 10 95
4 Alineamiento/extension 30 60
5 Ir al paso 3 x 49

Una vez terminada la reaccion se determind el umbral de amplificacion y se obtuvo la

concentracion de las muestras problemas con la ecuacion obtenida de la curva de

calibracion.
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Deteccion de Streptococcus pneumoniae

Las muestras fueron analizadas para decartar la presencia de Streptococcus pneumoniae
por PCR Tiempo Real las reacciones se realizaron con iQ-Supermix (BIO-RAD)
empleando primers y sondas Taqman, previamente reportadas (forward S-pneu:
ACGCAATCTAGCAGATGAAGC; reverse S-pneu:
TGTTTGGTTGGTTATTCGTGC; y sonda:
6FAMTTTGCCGAAAACGCTTGATACAGGGTAMRA)(67). Las reacciones se
realizaron en un termociclador CFX96 (BIO-RAD) con los siguientes condiciones:

1) 95 ° C durante 10 min

2) 49 ciclos de 95 ° C durante 15 s, 60 ° C durante 1 min'y 72 ° C durante 1 min.

3) 72 ° C durante 5 min

4) 4 © C durante 5 min.

Ensayo por Inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) tipo “sandwich” para
determinacion de IFN-A1

Se empleo un kit comercial de e-bioscience para Human IL-29 (IFN lambda 1) con el
niamero de catdlogo 88-7296. Se emplearon placas Costar #9018 a las cuales se les
adiciond 100 pL de anticuerpo de captura diluido en cada uno de los pocillos. La placa
se cubrid con papel plastico e incub6 durante toda la noche (16-18 h) a 4°C. Al dia
siguiente, el liquido se decantd, se realizaron tres lavados con 250 uL de solucion
amortiguadora de lavado. Se adiciond 200 pL de solucion diluyente 1X para bloquear la
placa a temperatura ambiente durante minimo una hora. Pasado ese tiempo se realizaron
tres lavados como se menciono6 previamente. Los estandares, blancos y muestras fueron
adicionadas en los pocillos correspondientes. La placa se cubri6 e incubd a temperatura
ambiente durante dos horas. Posteriormente, se realizaron lavados como previamente
fueron descritos y se adicion6 100 pL del anticuerpo de deteccién e incubd a
temperatura ambiente durante una hora. Se repitieron los pasos de lavado previamente
descritos. Se adicionaron 100 uL de la avidina-HRP a cada uno de los pocillos, la placa
se cubri6 con papel plastico y después con aluminio e incub6 a temperatura ambiente

durante 30 minutos. Se repitieron los pasos de lavado previamente descritos. Se adiciond
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100 puL de solucion sustrato-cromédgeno a cada uno de los pocillos y se cubri6 la placa
con papel aluminio e incub6 durante 20 minutos a temperatura ambiente. Finalizada la
incubacion, se adicion6 50 uL de solucion stop a cada uno de los pocillos y se analizo la
absorbancia a 450 nm en un lector de placas para ELISA. Se traz6 la curva estandar y la
ecuacion de la recta obtenida fue empleada para el calculo de las concentraciones en las

muestras problemas ( Fig 1)
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Figura 1. Curva estandar y ecuacion de la recta obtenida para IFN- 4 1.

Ensayo por Inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) tipo “sandwich” para
determinacion de IFN-f

Se empled un kit comercial de Pbl assay Science para Human IFN beta con el nimero de
catdlogo 41410. Se emplearon placas pre-cubiertas con anticuerpos. Se adicion6 50 1
de Diluyente de muestra a los pocillos y 50 u 1 de la curva Estandar diluida, blanco o
muestras de ensayo. La placa se cubri6 e incubd durante 1 hora. Después de 1 hora se
realizaron tres lavados. Se adicion6 100 I de solucion de anticuerpo en cada pocillo, se
cubrio6 e incubo durante 1 hora. Nuevamente, se realizaron tres lavados y posteriormente
se adiciond 100 u 1 de solucién de HRP diluida e incub6 durante 1 hora. Finalizada la

incubacion se realizaron tres lavados y se adicion6 100 w1 de la Solucién de Sustrato
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TMB ¢ incub6 durante 15 minutos. Finalmente, se adicion6 se adicion6 100 u 1de la
Soluciéon de Stop. La placa fue leida en un lector de placas para ELISA a una
absorbancia a 450 nm. Se trazo la curva estandar y la ecuacion de la recta obtenida fue

empleada para el calculo de las concentraciones en las muestras problemas, ver (Fig 2)

Figura 2. Curva estandar y ecuacion de la recta obtenida para /FN- 5.

Estado clinico de los pacientes

Para el caso de los nifios se utilizo la siguiente encuesta disefiada por el servicio de
Pediatria el Hospital Universitario (Anexo A).

Dependiendo de la sintomatologia del paciente pediatrico se utilizé la siguiente escala

(tabla 3) para clasificarlos en Leve, Moderado y Grave.
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Tabla 3. Escala de clasificacion de pacientes pediatricos

Sintomas
Clasificacion | Fiebre Rinorrea | Disnea Tos Hiporexia | Astenia
Leve =
Moderado - - - -
Grave - - -

Para el caso de los adultos se utilizd la encuesta realizada por Cohen et al. 1999 y

Oshansky et al. 2014 (Anexo B)

De esta encuesta se utiliz6 la siguiente escala para clasificar a los pacientes.

Escala

0= sin sintomas
1= sintomas leves
2= sintomas moderados

3= sintomas graves

Segtin el puntaje se clasifican los pacientes de la siguiente manera (tabla 4):

Tabla 4. Escala de clasificacion pacientes adultos

Clasificacion
Leve Moderado Grave
0-8 puntos 9-16 puntos 17-24 puntos

Analisis estadisticos

Para los andlisis estadisticos se utilizaron pruebas de Correlacion de Spearman, prueba
de U de Mann Whitney, analisis de la varianza ANOVA y Kruskal Wallis, Prueba de
Dunn, Purbe de chi-cuadrada. Se tomd como p significativa toda aquella < de 0.05. se
utiliz6 el software Graphpad Prism version 7.
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RESULTADOS
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Resultados

Pacientes
Se analizaron un total 212 muestras de IRA, donde en un estudio previo de Arredondo-

Loza trabajo con 100 pacientes adultos los cuales se identificaron 43 casos de
monoinfeccidn por rinovirus, virus Sincitial respiratorio y Metaneumovirus humano. De
las 112 muestras de pacientes pediatricos solo se encontraron 26 casos de monoinfeccion
por los virus anteriormente mencionados. En la identificacion del agente etiologico el
rinovirus fue el agente que afectaba mas comunmente a nuestra poblacion adulta. El
agente viral mas frecuente encontrado en ambas poblaciones fue el RSV. Todas las
muestras fueron analizadas para descartar el agente etioldgico bacteriano mas frecuente
de IRA (S. pneumoniae), ver tabla 5. Las fechas de recoleccion de muestras se

encuentran identificadas en la figura 3.

Tabla 5. Pacientes adultos y pediatricos monoinfectados con Rinovirus, RSV y Metaneumovirus humano.

Virus No. de pacientes adultos | No. de pacientes pediatricos | Total
Rinovirus 6 (13.95%) 9 (20.93%) 15(34.88%)
RSV 8 (18.60%) 13 (30.23%) 21(48.83%)
HMPV 3(6.97%) 4 (9.30%) 7(16.27%)
Total 17 (40%) 26 (60%) 43(100%)
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Figura 3. Fechas de toma de muestras de los pacientes monoinfectados con rinovirus, RSV y

Metaneumovirus humano.

Caracteristicas de la poblacion

En este estudio, los pacientes adultos tenian un rango de edad de 22-69 afios abarcando
paciente incluso de la tercera edad, sin embargo la media de edad fue de 39 afios. La
mayoria de los pacientes fueron del sexo femenino. En el caso de los pacientes
pediatricos el rango de edad fue de 6 dias de nacido hasta 8 meses de edad con una
media de 3 meses. Los pacientes reclutados fueron 100% a término y la mayoria de ellos
recibi6 seno materno por lo menos durante 6 meses. El resumen de las caracteristicas de
la poblacion se puede observar en la tabla 4. Se incluyeron controles para los grupos
infectados, los cuales se encontraron pareados por edad y por genero con los grupos
controles (P > 0.05), ver tabla 5. Las caracteristicas especificas de los pacientes adultos
y pediatricos infectados con rinovirus, RSV y Metaneumovirus humano se encuentran

descritos en las tablas 6 y 7.
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Tabla 6. Caracteristicas de las poblaciones de pacientes adultos y pediatricos con IRA.

Casos de poblacion adulta

Rango de edad 22-69 aflos

Media de edad 39 aflos
Masculino 59%
Femenino 41%

Casos de poblacion pediatrica

Rango de edad .2 meses- 8 meses
Media de edad 3 meses
Masculino 50%
Femenino 50%
Seno Materno 89% recibieron seno materno
Prematuro 100 % a termino
Hospitalizados 12 (60%)
Ambulatorios 8 (40%)

Tabla 7. Poblaciones de estudios y controles estuvieron pareadas por edad y genero.

Masculino 41% (7) 33.3% (3)

>0.05
Femenino 59% (10)  66.7% (6)
Edad(afios) 40.2 40.1

>0.05

Masculino 50% (10)  60% (3)
>0.05
Femenino 50% (10)  40% (2)
Edad (meses) 3.3 7.5
>0.05
*Prueba X2.
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La poblacion adulta se caracterizé por tener una media de edad de 40 anos, los pacientes
del sexo femenino fueron los mas comunmente reclutados. La mayoria de los pacientes

no presentaba antecedentes alérgicos ni de Diabetes Mellitus (tabla 8).

Tabla 8. Caracteristicas clinicas y sociodemograficas especificas de poblacion adulta monoinfectados con

rinovirus, RSV y Metaneumovirus humano.

Caracteristicas Numero de pacientes (n=17)
Genero Masculino 8(47.05%)
Femenino 9(52.95%)
Alérgicos Si 5(29.41%)
No 12(70.58%)
Fumadores Si 3 (17.64%)
No 14(82.35%)
Diabéticos Si 1(5.88%)
No 16(94.11%)
Vacuna vs Influenza Si 4(23.52%)
No 13(76.47%)
Edad (media afios+ DE) 40.88 £ 17.09

La poblacion pediatrica se caracterizo por tener una media de edad de 97 dias de
nacidos, la mayoria de ellos no fue prematuro al momento de nacer y es importante

destacar que la mayoria recibi alimentacion con seno materno por al menos 6 meses.
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Un 46% de nuestra poblacion se encontr6 ingresada al hospital con un estado clinico

mas grave. (Tabla 9)

Tabla 9. Caracteristicas clinicas y sociodemograficas especificas de poblacion pediatrica monoinfectados

con rinovirus, RSV y Metaneumovirus humano.

Caracteristicas Numero de pacientes (n=26)
Genero Masculino 10(38.46%)
Femenino 10(38.46%)
No evaluable* | 6(23.07%)
Prematuro Si 2(7.69%)
No 18(69%)

No evaluable*

6(23.07%)

Seno Materno Si 17(73.91%)
No 2(7.69%)
No evaluable* | 7(26.92%)
Guarderia Si 1(3.84%)
No 18(69.23%)
No evaluable* | 7(26.92%)
Exposicion Humo de Cigarro Si 8(30.76%)
No 10(38.46%)
No evaluable* | 8(30.76%)
Admision Hospitalaria Ambulatorio 8(30.76%)
Internado 12(46%)

No evaluable*

6(23.07%)

Edad al momento de internamiento(media en dias + DE )

71.25+51.61

Edad de los Pacientes(media en dias + DE )

97.2 +68.95
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Niveles de IFN-A1 en pacientes monoinfectados con rinovirus, RSV y
Metaneumovirus

Los niveles de IFN-A1 fueron similares en pacientes adultos y pediatricos
monoinfectados. En un andlisis de correlacion entre la carga viral y los niveles de IFN-
A1 de los pacientes monoinfectados, esta no fue significativa (P>0.05), fig 4. Resultados
similares fueron obtenidos en la correlacion entre la edad de los pacientes y los niveles
de IFN-A1 (P>0.05) Los analisis de la concentracion de IFN-A1 y el género de los
pacientes pediatricos no fue significativo (P>0.05), pero en los pacientes adultos se
encontré una mayor produccioén de IFN-A1 en la poblacion masculina comparada con la

femenina (P< 0.01), figura 5.
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Figura 4. Niveles de IFN-11 en mucosa nasal de las diferentes poblaciones mono infectadas con los
diferentes virus estudiados. NC: control pediatrico, AC: adulto control, NRV: Pediatrico rinovirus, ARV:
adulto rinovirus, NRSV: pedidtrico RSV, ARSV: adulto RSV, NhMPV: pediatrico hmpv, AhRMPV: adulto
hMPV.ANOVA comparacion multiple, P >0.05.
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Figura 5. Los pacientes masculinos monoinfectados con rinovirus, RSV y Metaneumovirus humano

presentaron mayores niveles de IFN-A1. Prueba U Man Whitney, P< 0.01,.

La exposicion al humo de tabaco o sus componentes pueden afectar los niveles de IFNs.
Una porcion de la poblacion pediatrica incluida en el estudio reportaron exposicion a
humo de cigarro, por lo que se analizé los niveles de IFN-A1. El andlisis mostré que no
existe diferencia significativa entre los niveles de IFN-A1 entre pacientes pediatricos
monoinfectados con exposicion al humo de cigarro y aquellos sin exposicion al humo de
cigarro (P>0.05). Contrario a los pacientes pediatricos, en la poblacion de pacientes
adultos monoinfectados se encontré que los pacientes fumadores presentaron menores

niveles de IFN-A1 comparado con aquellos no fumadores (P= 0.01), ver figura 6.
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Figura 6. Los pacientes adultos fumadores con monoinfeccion presentan menores concentraciones de

IFN-A1, Prueba U de Mann Whitney (P= 0.01)
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Los niveles de IFN-A1 fueron similares en pacientes con monoinfeccion alérgicos y no
alérgicos de ambas poblaciones (P>0.05). Por otro lado, los pacientes pediatricos
hospitalizados mostraron una mayor concentracion de IFN-A1 comparado con los

pacientes monoinfectados ambulatorios (P<0.05), ver figura 7 y 8
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Figura 7. Los pacientes hospitalizados infectados con Rinovirus, RSV y Hmpv muestran mayores niveles

de IFN-A1 comparado con los ambulatorios, prueba U Mann Whitney (P= 0.02).
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Figura 8. Los pacientes hospitalizados infectados con RSV muestran mayores niveles de IFN-A1

comparado con los ambulatorios, prueba U Mann Whitney (P= 0.02).
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Niveles de IFN-3 en pacientes monoinfectados con rinovirus, RSV y
Metaneumovirus

Los niveles de IFN- fueron analizados en muestras de los pacientes monoinfectados.
Las concentraciones de IFN-f3 fueron muy variantes inclusive en muchas de las muestras
no se logro la deteccion. Se analiz6 los niveles de IFN-3 e IFN-A en cada una de las

muestras y se observa un predominio muy claro del IFN-A1 en mucosa nasal de
pacientes con monoinfeccion, ver figura 9.
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Figura 9. Los niveles de IFN-A1 predominan sobre IFN-3.
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En aquellos pacientes adultos monoinfectados con el Metaneumovirus humano, los

niveles de IFN-f correlacionaron negativamente (P< 0.0001), ver figura 10.
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Figura 10. Correlacién de los niveles de IFN- y la carga viral del hMPV. Prueba de correlacion de
Spearman (P<0.0001, r=-0.86).

Estado clinico de los pacientes y su asociacidon con los agentes virales

En nuestro trabajo se encontr6 que el rinovirus humano afecto con mayor frecuencia y
gravedad a la poblacion adulta mientras que el RSV afecto de la misma manera a la
poblacion pediatrica. E1 hMPV afecto mas frecuentemente a los pacientes pediatricos,

ver tablas 10, 11y 12.
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Tabla 10. Gravedad clinica de la infeccion viral en la poblacion adulta y pediatrica.

Escala de estado clinico

Moderado Poblacion
2 1 (11.11%) 6 Adultos 6
Rinovirus (n=9) (22.22%) (66.66%) (66.66%) 100%
Pediatricos 3
(33.33%)
5 5(23.80%) 11 Adultos 8
Virus Sincitial Respiratorio | (23.80%) (52.28%) (38.09%) 100%
(n=21) Pediatricos 13
(61.90)
3 2 (28.57%) 2 Adultos 3(42.85%)
Metaneumovirus (n=7) (42.85%) (28.57%) Pediatricos 100%
4(57.14%)

Tabla 11. Gravedad clinica de la infeccion viral en la poblacion adulta.

Agente (ADULTOS) n=17

Leve

Moderado Grave

Rinovirus (n=6) 2(33.33%) | 1(16.66%) @ 3(50%) 100%
Virus Sincitial Respiratorio (n=8) | 4(50%) 3(37.5%) 1(12.5%) | 100%
Metaneumovirus(n=3) 2(66.66%)  1(33.33%) O 100%
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Tabla 12. Gravedad clinica de la infeccion viral en la poblacion pediatrica.
Agente (PEDIATRICOS)* Leve Moderado Grave
n=20

Rinovirus(n=3) 0 0 3(100%) 100%

Virus Sincitial Respiratorio(n=13) | 1(7.69%) 2(15.38%) 10(76.92%) 100%

Metaneumovirus (n=4) 1(25%) 1(25%) 2(50%) 100%

La mayoria de los pacientes adultos infectados con el rinovirus humano eran del sexo
femenino y poseian una edad mayor a 50 afios, no se encontrd ningln paciente alérgico
ni diabético. Los sintomas mas comunes fueron la fiebre, tos , cuerpo cortado asi como

garganta irritada y la mayoria se encontré como un estado clinico grave, ver tabla 13.

Los pacientes adultos infectados con RSV mostraron como sintomas més comun la tos y
la mayoria fue clasificado como moderado respecto a la gravedad clinica, ver tabla 14.
Los pacientes con antecedentes alérgicos infectados con este virus presentaron una
mayor carga viral, ver figura 11. En el caso de el hMPV la mayoria de los pacientes
presentaba menos de 50 afios de edad, la clasificacion de la gravedad clinica de estos

pacientes fue en su mayoria leve, ver tabla 15.

Tabla 13 Caracteristicas de los pacientes adultos monoinfectados con rinovirus y sus cargas virales.

Rinovirus(n=6)

Caracteristicas N
Carga Viral
(promedio + DE)
Genero Masculino | 2(33.33%) | 156.55 +192.23

Femenino | 4(66.66%) | 24860.33 + 49354.47

Edad 19-50 afos | 2(33.33%) | 133.14 £ 159.12
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>50 afios 4(66.66%) | 24872.04 + 49346.69
Alérgicos Si 0 +

No 6(100%) 16625.74 + 40302.19
Fumadores Si 1(16.66%) | 245.66 +

No 5(83.33%) | 19901.75 + 44157.00
Diabéticos Si 0 +

No 6(100%) 16625.74 + 40302.19
Vacuna vs Influenza | Si 1(16.66%) | 98892 +

No 5(83.33%) | 172.48 + 109.61
Estornudo Si 4(66.66%) | 154.195+117.43

No 2(33.33%) | 49568.83 + 69753.49595
Rinorrea Si 5(83.33%) | 172.48 + 109.61

No 1(16.66%) | 98892 +
Garganta Irritada Si 5(83.33%) | 172.48 + 109.61

No 1(16.66%) | 98892 +
Tos Si 5(83.33%) | 172.48 + 109.61

No 1(16.66%) | 98892 +
Cuerpo Cortado Si 5(83.33%) | 172.48 +109.61

No 1(16.66%) | 98892 +
Cefalea Si 4(66.66%( | 154.195+117.43

No 2(33.33%) | 49568.83 + 69753.49
Escalofrios Si 3(50%) 139.35+139.15

No 3(50%) 33112.12 + 56967.04
Fiebre Si 1(16.66%) | 20.62 +

No 5(83.33%) | 19946.76 + 44131.78
Clasificacion Clinica | Leve 2(33.33%) | 49498.48 £ 69852.98

Moderado | 1(16.66%) | 20.62 +

Grave 3(50%) 245.62 + 46.88
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Tabla 14 Caracteristicas de los pacientes adultos monoinfectados con RSV y sus cargas virales

Virus Sincitial Respiratorio(n=8)
Caracteristicas N Carga Viral (promedio + DE)
Genero Masculino | 4(50%) 450 £417.45
Femenino | 4(50%) 1123 +£991.37
Edad 19-50 afios | 6(75%) 828.833£915.4193
>50 afios 2(25%) 659.5+379.71
Alérgicos Si 4(50%) 1257.25 = 890.43
No 4(50%) 315.75 +274.29
Fumadores Si 1(12.5%) | 2587
No 7(87.5%) | 529.28 +£334.72
Diabéticos Si 1(12.5%) | 391 +
No 7(87.5%) | 843 + 836.49
Vacuna vs Influenza | Si 3(37.5%) | 1188 £1288.82
No 5(62.5%) | 545.6 +265.17
Estornudo Si 6(75%) 815.83 £ 933.22
No 2(25%) 698.5 +44.54
Rinorrea Si 5(62.5%) | 461.6 +384.08
No 3(37.5%) | 1328 £090.78
Garganta Irritada Si 6(75%) 815.83 +£933.22
No 2(25%) 698.5 +44.54
Tos Si 7(87.5%) | 794.57 £ 853.76
No 1(12.5%) | 730
Cuerpo Cortado Si 3(37.5%) | 377.66 £479.59
No 5(62.5%) | 1031.8 +882.44
Cefalea Si 2(25%) 102.5 + 75.66
No 6(75%) 1014.5 £ 790.41
Escaloftrios Si 1(12.5%) | 156
No 7(87.5%) | 876.57 = 808.58
Fiebre Si 2(25%) 102.5 + 75.66




No 6(75%) 1014.5 £790.41

Clasificacion Clinica | Leve 4(50%) 1035 + 1066.11
Moderado | 3(37.5%) | 587 +471.45
Grave 1(12.5%) | 391+

Tabla 15.Caracteristicas de los pacientes adultos monoinfectados con hMPV y sus cargas virales

Metaneumovirus Humano (n=3)

Caracteristicas N Carga Viral
(promedio + DE)
Genero Masculino | 2(66.66%) | 520.78 +436.20
Femenino | 1(33.33%) | 2697.38 +
Edad 19-50 afios | 2(66.66%) | 1763.3 £ 1320.98
>50 afios 1(33.33%) | 212.34 £
Alérgicos Si 1(33.33%) | 829.22 +
No 2(66.66%) | 1454.86 +1757.18
Fumadores Si 1(33.33%) | 829.22 +
No 2(66.66%) | 1454.86 +1757.18
Diabéticos Si 0 +
No 3(100%) 1246.31 + 1293.95
Vacuna vs Influenza | Si 1(33.33%) | 829.22 +
No 2(66.66%) | 1454.86 +1757.18
Estornudo Si 2(66.66%) | 1763.3 £1320.98
No 1(33.33%) | 212.34 £
Rinorrea Si 2(66.66%) | 1763.3 = 1320.98




No 1(33.33%) | 212.34 +
Garganta Irritada Si 2(66.66%) | 1763.3 +£1320.98
No 1(33.33%) | 212.34 +
Tos Si 2(66.66%) | 1763.3 + 1320.98
No 1(33.33%) | 212.34 +
Cuerpo Cortado Si 1(33.33%) | 2697.38 +
No 2(66.66%) | 520.78 +£436.20
Cefalea Si 1(33.33%) | 2697.38 +
No 2(66.66%) | 520.78 +£436.20
Escalofrios Si 1(33.33%) | 2697.38 +
No 2(66.6%) | 520.78 £436.20
Fiebre Si 1(33.33%) | 2697.38 +
No 2(66.66%) | 520.78 +£436.20
Clasificacion Clinica | Leve 2(66.66%) | 520.78 +436.20
Moderado | 1(33.33%) | 2697.38 +
Grave 0 +
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Figura 11. Pacientes con antecedentes alérgicos(4) infectados con RSV mostraron una mayor carga viral

comparada con aquellos no alérgicos(4). U Mann Whitney p=0.01
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La gravedad clinica de los pacientes adultos no mostré ninguna correlacion con la edad

los mismos, ver tabla 16.

Tabla 16. Edad y gravedad clinica de los pacientes adultos infectados por Rinovirus, RSV,

Metaneumovirus humano

Leve Moderado Grave
Rinovirus Edad 19-50 afios 2 0 1 1 0.61
(33.33%)

>50 afios 4(66.66%) 2 0 2

RSV Edad 19-50 anos 6(75%) 4 2 0 0.31
>50 afios 2(25%) 0 1 1

hMPV Edad 19-50 anos 2(66.66%) 1 1 0 0.66
>50 afios 1(33.33%) 1 0 0

*Coeficiente de correlacion de Spearman (p=>0-05)

El género de los pacientes adultos no mostré ninguna asociacion con la gravedad de la

enfermedad en los casos infectados por rinovirus y RSV, debido a la n de las muestras

no se pudo realizar ninguna asociacion para el caso de los pacientes infectados con

metaneumovirus humano. Tabla 17.

Tabla 17 . Género y gravedad clinica de los pacientes infectados por Rinovirus y RSV

Rinovirus(n=6)
Caracteristicas n Clasificacion Clinica(n) P
Leve | Moderado | Grave | 0.22
Genero | Masculino | 2(33.33%) | 0 1 1
Femenino | 4(66.66%) | 2 0 2
Virus Sincitial Respiratorio(n=8)
Caracteristicas n Clasificacion Clinica(n) P
Leve | Moderado | Grave | 0.51
Genero Masculino | 4(50%) | 2 2 0
Femenino 4(50%) | 2 1 1
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En los pacientes pedidtricos infectados con el rinovirus humano se encontré que muchos
de los expedientes clinicos no contaban con la informacion necesaria para obtener datos
de la historia clinica asi como la informacion sociodemografica, sin embargo se puede
observar en la tabla 18 que los pacientes evaluables se encontraban en un estado clinico
grave con el diagndstico mas comun de bronquiolitis. Un comportamiento similar se
observa en los pacientes infectados con RSV (tabla 19) en los cuales la mayoria tiene <
60 dias de edad y se encuentran en un estado clinico grave con el diagnostico mas
frecuente de bronquiolitis. Los casos de hMPV en nuestra poblacion pediatrica se
caracterizo porque entre los sintomas mas frecuentes se encontraban la rinorrea y la tos ,
estos pacientes en su mayoria fueron clasificados con un estado clinico grave y y casi la

totalidad poseia una edad mayor de 60 dias. Tabla 20.

Tabla 18, Caracteristicas generales de los pacientes pediatricos infectados por rinovirus humano.

Rinovirus(n=9)

Caracteristicas N Carga Viral
(promedio+ DE)
Género Masculino 1(11.11%) | 24.79
Femenino 2(22.22%) | 73493400 + 103875471.1

No evaluable* 6(66.66%) | 484984.06 + 840091.43

Edad < 60 dias 2(22.22%) | 73493400 + 103875471.14

> 60 dias 1(11.11%) | 176124.36 +

No evaluable* 6(66.66%) | 484984.06 +840091.43

Prematuro Si 0 +

No 3(33.33%) | 48995608.26 + 84826187.86

No evaluable* 6(66.66%) | 484984.06 +40091.43

Seno Materno Si 2(22.22%) | 73472237.4 +£103905399.5

No 0 +

No evaluable* 7(77.77%) | 421750.62 + 784931.39

Guarderia Si 0 +

No 2(33.33%) | 73472237.41 +£103905399.5
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No evaluable*

7(77.77%)

421750.62 + 784931.39

Exp. Humo de Cigarro

Si

1(11.11%)

146944450 +

No

1(11.11%)

24.79 =

No evaluable*

7(77.77%)

421750.62 7+ 784931.39

Fiebre Si 1(11.11%) | 24.79 £

No 2(22.22%) | 73493400 +103875471.1

No evaluable* 6(66.66%) | 484984.06 + 840091.43
Rinorrea Si 2(22.22%) | 73472237.4 1+ 03905399.5

No 1(11.11%) | 42350 =

No evaluable* 6(66.66%) | 840091.43 + 840091.43
Disnea Si 3(33.33%) | 48995608.26 + 84826187.86

No 0 +

No evaluable* 6(66.66%) | 484984.06 + 840091.43
Tos Si 2(22.22%) | 73472237.4 + 103905399.5

No 1(11.11%) | £

No evaluable* 6(66.66%) | 484984.06 + 840091.4344
Voémito Si 0 +

No 2(22.22%) | 73493400 03875471.1+

No evaluable* 7(77.77%) | 415704.16 + 788496.00
Hiporexia Si 1(11.11%) | 42350 +

No 1(11.11%) | 146944450 =

No evaluable* 7(7.77%) | 415704.16 + 788496.00
Astenia Si 1(11.11%) | 42350 +

No 1(11.11%) | 146944450 =

No evaluable* 7(7.77%) | 415704.16 + 788496.00
Hospitalizacion Si 3(33.33%) | 48995608.26 84826187.86+

No 0 +

No evaluable*

6(66.66%)

484984.06 + 840091.43
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Resolucién de Enfermedad

<5 dias

0

+

> 5 dias

3(33.33%)

48995608.26 + 84826187.86

No evaluable*

6(66.66%)

484984.06 + 840091.43

Diagnostico Neumonia 1(11.11%) | 42350 +
Bronquiolitis 2(22.22%) | 73472237.4 1 £ 03905399.5
Otro 0 +

No evaluable*

6(66.66%)

484984.06 + 840091.43

Estado clinico Leve 0 +
Moderado 0 +
Grave 3(33.33%) | 48995608.26 + 84826187.86

No evaluable*

6(66.66%)

484984.06 + 840091.43

Tabla 19. Caracteristicas generales de los pacientes pediatricos infectados por RSV.

Virus Sincitial Respiratorio(n=13)

Caracteristicas N Carga Viral
(promedio+DE)
Género Masculino 7(53.84%) | 31429.46 + 82852.48
Femenino 6(46.15%) | 800.13 +1261.08
Edad < 60 dias 7(53.84%) | 31827.51 + 82685.66
> 60 dias 6(46.15%) | 335.74 + 332.80
Prematuro Si 2(15.38%) | 109901.35+973.57
No 11(84.61%) | 454.94 +9 73.57
Seno Materno Si 11(84.61%) | 20138.93 £ 66061.77
No 2(15.38%) | 1639.39 £ 2317.50
Guarderia Si 1(7.69%) 49.62 +
No 12(92.30%) | 18729.78 + 63176.53
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Exp. Humo de Cigarro Si 7(53.84%) | 31920.27 + 82644.20
No 6(46.15%) | 227.53 +360.47
Fiebre Si 5(38.46%) | 801.184 +1397.26
No 8(61.53%) | 27600.14 £ 77467.51
Rinorrea Si 9(69.23%) | 24601.16 £73020.51
No 4(30.76%) | 849.16 + 1619.64
Disnea Si 10(76.92%) | 539.93 + 126599.98
No 3(23.07%) | 73135.91 £ 126599.98
Tos Si 12(92.30%) | 18733.68 = 63175.27
No 1(7.69%) 2.86 £
Voémito Si 3(23.07%) | 73172.47 + 126568.34
No 10(76.92%) | 528.96 + 1008.34
Hiporexia Si 3(23.07%) | 102.38 +85.67
No 10(76.92%) | 22449.99 + 69180.60
Astenia Si 4(30.76%) | 901.85 +1585.40
No 9(69.23%) | 24577.74 +73029.35
Hospitalizacion Si 7(53.84%) | 31898.64 + 82653.86
No 6(46.15%) | 252.76 + 364.50
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Resoluciéon de Enfermedad <5 dias 10(76.92%) | 22456.09 + 69178.41
> 5 dias 3(23.07%) | 82.05+100.99
Diagnostico Neumonia 3(23.07%) 140.41 +228.34
Bronquiolitis 9(69.23%) | 28030.59 +77300.64
Otro 1(7.69%) 0.66 +
Estado clinico Leve 1(7.69%) 2.86 +
Moderado 2(15.38%) | 109702.43 + 155024.02
Grave 10(76.92%) | 539.93 + 1003.60

Tabla 20. Caracteristicas generales de los pacientes pediatricos infectados por h(MPV.

Metaneumovirus Humano(n=4)

Caracteristicas n Carga Viral (promedio= DE)
Género Masculino 2(50%) 19112.79 + 17517.38
Femenino 2(50%) 414.50 + 584.78
Edad <60 dias 1(25%) 1+
> 60 dias 3(75%) 13017.86 £16274.94
Prematuro Si 0 +
No 4(100%) | 9763.64 = 14796.69
Seno Materno Si 4(100%) | 9763.64 £ 14796.69
No 0 +
Guarderia Si 0 +
No 4(100%) | 9763.64 = 14796.69
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Exp. Humo de Cigarro Si 0 +
No 4(100%) | 9763.64 + 14796.69
Fiebre Si 2(50%) 3363.56 = 4755.38
No 2(50%) 16163.73 +21687.98
Rinorrea Si 4(100%) | 9763.64
No 0 +
Disnea Si 2(50%) 15750.22 +22272.76
No 2(50%) 3777.07 £ 4170.60
Tos Si 4(100%) | 9763.64 £
No 0 +
Voémito Si 0 +
No 4(100%) | 9763.64 =
Hiporexia Si 0 +
No 4(100%) | 9763.64 =
Astenia Si 0 +
No 4(100%) | 9763.64 =
Hospitalizacion Si 2(50%) 15750.22 +22272.76
No 2(50%) 3777.07 £ 4170.60
Resoluciéon de Enfermedad | <5 dias 4(100%) | 9763.64 =
> 5 dias 0 +
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Diagnostico Neumonia 2(50%) 19112.79 + 17517.38

Bronquiolitis | 1(25%) 1+

Otro 125%) | 828.01 =

Estado clinico Leve 1(25%) 828.01 £

Moderado 1(25%) 6726.13

Grave 2(50%) 15750.22 £ 22272.76

La mayoria de los pacientes infectados con RSV son < de 60 dias de edad y se puede
apreciar una tendencia que estos progresan con una menor gravedad clinica, sin embargo
no se obtuvieron datos significativos (P>0.05). Lo contrario se puede observar en los
casos de hMPV, los cuales la mayoria son > de 60 dias de edad y de igual manera que en
RSV no se obtuvieron diferencias significativas en relacion a la gravedad clinica, ver
tabla 21. Los pacientes pediatricos infectados con rinovirus no se pudieron clasificar de
esta manera debido a la falta de informacion de la historia clinica en el expediente. En
un comportamiento similar a los pacientes adultos no se pudo encontrar asociacion
alguna entre el género y la gravedad de la infeccion en la poblacion pedidtrica infectada

con RSV y hMPV, ver tabla 22.

Tabla 21. Edad y gravedad clinica de los pacientes pediatricos infectados con RSV y hMPV .

Virus Sincitial Respiratorio(n=13)
Caracteristicas N Clasificacion Clinica (n) P
Leve | Moderado | Grave | 0.06
Edad | <60 dias | 7(53.84%) | 1 2 4
> 60 dias | 6(46.15%) | 0 0 6
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Metaneumovirus Humano(n=4)

Caracteristicas n Clasificacion Clinica(n) P

Leve | Moderado | Grave | 0.33

Edad <60dias | 1(25%) | O 0 1

> 60 dias | 3(75%) | 1 1 1

*Coeficiente de correlacion de Spearman (p=>0.05)

Tabla 22. Género y gravedad clinica de los pacientes pediatricos infectados con RSV y Metaneumovirus

humano

Virus Sincitial Respiratorio(n=13)

Caracteristicas n Clasificacion Clinica(n) P
Leve | Moderado | Grave | 0.61
Genero | Masculino | 7(53.84%) | 1 1 5
Femenino | 6(46.15%) | 0 1 5

Metaneumovirus Humano(n=4)

Caracteristicas n Clasificacion Clinica(n) P
Leve | Moderado | Grave | 0.36
Genero Masculino | 2(50%) | 0 1 1
Femenino | 2(50%) | 1 0 1

*Chi-cuadrada (p=> 0.05)

La mayoria de los pacientes pediatricos infectados con RSV recibieron alimentacion con
seno materno por lo menos durante 6 meses, sin embargo no se encontrd asociacion
alguna entre este antecedente y la gravedad clinica de la enfermedad, ver tabla 23.
Debido a la falta de informacion del expediente clinico no se pudo realizar el andlisis

para el rinovirus y hMPV.
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Tabla 23. Antecedente de alimentacion con seno materno y gravedad clinica de los pacientes pediatricos

infectados con RSV

Virus Sincitial Respiratorio(n=13)
Caracteristicas n Clasificacion Clinica(n) P
Leve | Moderado | Grave | 0.71
Seno Si | 11(84.61%) | 1 2 8
Materno
No | 2(15.38%) | O 0 2

*Chi-cuadrada (p=> 0.05)

Los pacientes pediatricos infectados con RSV en su mayoria presentaban el antecedente
de no ser prematuros; la mayoria de estos se encontraba en un estado clinico grave a
pesar de dicho antecedente. Sin embargo no se encontraron datos significativos en el
andlisis, ver tabla 24. Ninguno de los pacientes con infecciones por rinovirus y

metaneumovirus humano presentaban antecedentes de prematuros .

Tabla 23. Antecedente de alimentacion con seno materno y gravedad clinica de los pacientes pediatricos

infectados con RSV.

Virus Sincitial Respiratorio(n=13)
Caracteristicas | N Clasificacion Clinica(n) P
Leve | Moderado | Grave | 0.32
Prematuro | Si | 2(15.38%) | O 1 1
No | 11(84.61%) | 1 1 9

*Chi-cuadrada (p=> 0.05)

En los pacientes pediatricos el diagnostico de bronquiolitis fue el méas comunmente
asociada a la infeccion por RSV, mientras que la neumonia fue la mas frecuente a la
infeccion con hMPV. Sin embargo no se obtuvieron datos significativos a la asociacion

de estos diagnoésticos con la gravedad de la enfermedad, ver tabla 24.
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Tabla 24. Diagnostico y la gravedad de la enfermedad de pacientes infectados con RSV y hMPV.

Virus Sincitial Respiratorio(n=13)
Caracteristicas n Clasificacion Clinica(n) P
Leve | Moderado | Grave | 0.36
Diagndstico | Neumonia 3(23.07%) | 1 0 3
Bronquiolitis | 9(69.23%) | 0 0 6
Otro 1(7.69%) | 0 0 3
Metaneumovirus Humano(n=4)
Caracteristicas n Clasificacion Clinica(n) P
Leve Moderado Grave 0.33
Diagndstico Neumonia 2(50%) 0 1 1
Bronquiolitis 1(25%) 0 0 1
Otro 1(25%) 1 0 0

*Prueba estadistica coeficiente de correlaciéon de Spearman (p=>0.05)

Para encontrar una asociacion parecida a los pacientes adultos con el antecedente de
tabaquismo se analizo6 a los pacientes pediatricos infectados con RSV con el antecedente
de exposicion de humo de cigarro en su hogar y a pesar de que la mayoria presentaba
dicho antecedente no se encontrd asociacion alguna con la gravedad de la enfermedad,

ver tabla 25.

Tabla 25. Antecedente de exposicion a humo de cigarro y la gravedad de la enfermedad de pacientes

infectados con RSV.

Virus Sincitial Respiratorio(n=13)
Caracteristicas n Clasificacion Clinica(n) P
Leve | Moderado | Grave | 0.22
Exp. Humo de tabaco | Si | 7(53.84%) | 0 2 5
No | 6(46.15%) | 1 0 5

*Chi-cuadrada (p=> 0.05)
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DISCUSION
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Discusion

Las infecciones respiratorias agudas en México son un problema de salud importante
debido a que presentan una gran morbimortalidad, tan solo en las primeras semanas del
afio 2017 se han presentado aproximadamente 5 millones de casos de estas infecciones
(68). En un estudio en México se demostré que los virus mas frecuentes fueron el
rinovirus, RSV y Metaneumovirus humano (69), lo cual corresponde a los virus
estudiados en nuestro trabajo. Este mismo estudio establece que el virus con mayor
incidencia es el Rinovirus difiriendo de nuestros resultados en los que en nuestra
poblacion estudiada el agente con mayor incidencia fue el RSV. Esta variacion podria
ser debido a que nuestra n pediatrica es mayor que la n de adultos pudiendo interferir
con las estadisticas. Nuestro virus con mayor incidencia después del RSV fue el
Rinovirus humano seguido del Metaneumovirus humano con la menor incidencia, sin
embargo este ultimo virus asi como el RSV afectaron mas a la poblacion pediatrica que
a la adulta coincidiendo con diferentes estudios (29, 69-71). Esto posiblemente debido a
que los pacientes pedidtricos tienen una menor respuesta antiviral con una menor
produccion de Interferones comparada con los adultos (72). En nuestro estudio se
encontrd que el virus responsable de un estado clinico mas grave en los pacientes fue el
RSV, seguido del Rinovirus y el Metaneumovirus. Estd demostrado que RSV es
responsable de un gran numero de bronquiolitis y neumonias en pacientes pedidtricos,
siendo la poblacion adulta més afectada por esta tltima (73-76). Nuestro estudio difiere
a diferentes trabajos donde establecen que el Rinovirus humano es el responsable de
aproximadamente la mitad de todas las IRAs en todas las edades (24, 77). Esto
posiblemente debido a lo mencionado previamente y en este estudio se trabajo con
monoinfecciones y quizas en aquellos estudios la poblacion fue de monoinfecciones y
co-infecciones, ademas de la n estudiada. Sin embargo nuestros resultados coinciden con
las complicaciones asociadas a este virus como la neumonia en ambas poblaciones. El
Metaneumovirus humano al igual que el RSV ha sido asociado a una mayor incidencia
en pacientes pediatricos y con complicaciones mas graves como la bronquiolitis y
neumonia ocasionando internamiento de los pacientes (73, 75, 78). Esto coincidiendo
con nuestros resultados los cuales indican que la mayor poblacion afectada es la

pediatrica tanto en incidencia como en gravedad del estado clinico siendo la
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bronquiolitis el diagnéstico méas comuln ante esta infeccion asi como en la de RSV.
Dentro de las variable estudiadas se encontrd una correlacion positiva entre los pacientes
adultos que presentaban algun antecedente alérgico y la carga viral del RSV, este
fenémeno no fue significado cuando se realizd6 con Rinovirus Esto difiere de lo
reportado en el caso del Rinovirus tanto en pacientes adultos y pediatricos alérgicos o
asmaticos los cuales no mostraron diferencias significativas con los controles no
alérgicos (79). Es importante comentar que la toma de muestras de exudado faringeo y
lavado nasal para el analisis de los tres diferentes virus se realizd en temporada de
invierno del 2014-2017 (figura 1), esto debido a la gran demanda de consulta médica
por infecciones respiratorias presentada en dicha temporada comparada con la del resto
del afio. Diferentes estudios indican que estos 3 virus presentan una mayor incidencia en
dichos meses y que la temperatura y la humedad juegan un papel importante en la

fisiopatologia de la infeccion del tracto respiratorio (69, 80).

Los interferones son el principal mecanismo de respuesta antiviral, en nuestro trabajo
nos enfocamos en cuantificar interferon A1 (IFN-A1) asi como IFN-f. Diferentes trabajos
como el de Selvaggi y colaboradores han encontrado que los niveles de expresion del
IFN- Al dependen del virus infectante siendo mayores con el RSV, ademas reportaron
una correlacion positiva con el cuadro clinico grave de los pacientes (81). Esto ultimo
coincide con nuestros hallazgos, los cuales indican una correlacion positiva entre la
concentracion del IFN- Al y el estado clinico de los pacientes, presentando asi los
pacientes pediatricos internados mayores cantidades. Nosotros no encontramos una
diferencia significativa en los niveles de interferon entre los 3 diferentes virus
evaluados. El efecto del humo del cigarro en el cuerpo humano es conocido y
especificamente el efecto que tiene en el epitelio respiratorio como la afeccion de la
motilidad ciliar, la destruccion del epitelio respiratorio afectando la sefalizacion
adecuada en respuesta a los patdogenos asi como la disminucién en la produccion de
agente surfactante (82). Lo anterior, significaria que las personas fumadoras tendrian
menores de niveles de IFN- A1, lo cual coincide con nuestros resultados en los pacientes
adultos. Reportes has demostrado los efectos directos de los componentes quimicos

sobre el epitelio respiratorio donde inhiben la sefializacion de la respuesta antiviral al ser

73



antagonistas de RIG-1 e impedir la produccion de IFN y probablemente también por
degradacion por ubiquitinacion de los receptores IFNAR (83, 84). Existen numerosas
diferencias en la respuesta inmune entre géneros, como por ejemplo en las vias de
senalizacion de los TLR en especial el TLR-7 es mayormente expresada en el sexo
femenino mientras que el TLR-9 en el masculino e incluso se ha demostrado que los
pacientes de género masculino producen una menos cantidad de IFN tipo 1 (85, 86).
Contrario a esos reportes, nuestros resultados nuestros pacientes de sexo masculino
produjeron una mayor cantidad de IFN- A1 comparada con las del sexo femenino. En la
actualidad la mayoria de los estudios de este tipo se realizan con los niveles de IFN tipo
I y se necesita mas informacion acerca de los IFN tipo III para encontrar una posible

explicacion del comportamiento de nuestros resultados.

En nuestro analisis para IFN- encontramos donde solamente 8 muestras de pacientes de
los 41 existentes superaron los niveles minimos de deteccion de la ELISA (50pg/ml), y
todos los pacientes presentaron IFN- Al. Todos los pacientes adultos con infeccién con
hMPV vy solo 1 con RSV fueron detectados, en cambio con los pacientes pediatricos
solamente se detectaron 3 pacientes con Rinovirus y uno con hMPV. Nuestros resultados
concuerdan con lo previamente reportado por dos grupos de investigacion en los cuales
indican que los interferones tipo III predominan ante los tipo I durante una infeccion
viral respiratoria, especificamente en infecciones por Influenza A y RSV (60, 87). Cabe
destacar que estos ultimos estudios mencionados se realizaron en ratones y en cultivos
celulares, siendo esto una fortaleza de nuestro trabajo ya que se realizd en pacientes
humanos con monoinfeccion con virus respiratorios. Otros autores afirman que este tipo
de IFN tipo I tienen una actividad “temprana” durante infecciones respiratorias por
hMPV (88) y estudios similares se han realizado con RSV (89). Una probable causa del
porque los niveles de IFN- Al fueron mayores que los de IFN- B es por el tiempo de
evolucion de los pacientes los cuales tenian la mayoria mas de 3 dias de evolucion. Estos
hallazgos requieren ain mas investigacion debido a la alta similitud de estos dos
interferones e incluso esta descrito que ambos comparten la misma via de IRF 3 y NF-
KB (90, 91). Ademas de las medidas preventivas y terapéuticas establecidas para las

infecciones respiratorias (8),se ha descrito que el probable uso de los interferones puede
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llegar a tener un uso terapéutico en los pacientes especificamente hablando en
enfermedades que afecten no solamente el epitelio de tracto respiratorio, sino el
digestivo asi como el vaginal (92, 93). Este tipo de IFN tipo III tiene efectos ain mas
potentes que los del tipo I, esto se cree que sea debido a una falta de inhibicion por
retroalimentacion en la cascada de sefializacion (94), sin embrago el mecanismo no esta

bien establecido atin por lo que se necesitan més estudios para dilucidarlo.

Se encontraron diferentes areas de oportunidad para poder mejorar el trabajo en un
futuro. En nuestro estudio asi como en todos los estudios los cuales trabajan con
pacientes humanos nos encontramos con diferentes situaciones los cuales impedian
mejorar las variables estudiadas de la tesis. Entre estas la recoleccion de los datos de los
pacientes en los expedientes cincos del hospital, esto debido a que muchos de los
expedientes no presentaban una informacién completa para poder obtener datos
sociodemograficos de los pacientes. En el caso del enrolamiento de los pacientes adultos
y pediatricos muchos de los tutores o pacientes se negaron al participar en este estudio

impidiendo asi obtener una n atin mayor.
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Conclusion

Los virus respiratorios estudiados inducen la produccién de IFN tipo I y III en la mucosa
nasal de los pacientes infectados, los niveles de estos fueron afectados por factores
propios de la infeccion y de los pacientes; y finalmente el IFN-A1 se predominé en estas

infecciones.
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Perspectivas

Analizar los Genes Estimulados por Interferones (ISG)

Analizar diferentes PRRs como TLRs y RIG-1

Aumentar la n de estudio

Estudiar las poblaciones mas susceptibles por estacionalidad de las infecciones

Descartar la presencia de H. Influenzae
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Anexos

Anexo A. Encuesta realizada a pacientes pediatricos para la obtencion de historia clinica
y datos socio-demograficos.

Ficha de identificacion
Fecha Registro | Nombre Edad @ Sexo | Lugar de consulta

Antecedentes personales patologicos

Infecciones Antecedentes atopicos

respiratorias

1-3al 4-6al >6al | Ninguno Asma Rinitis Dermatitis Comorbilidades = Otra
afo afio afio alérgica atopica

Antecedentes personales no patolégicos

Asiste a ., .
Seno materno , Exposicion a humo de cigarro
guarderia
Motivo de
<de6 | 6-12 . . o .
Prematuro | Nunca Si | No Ninguno | Diariamente | Ocasional | la
meses | meses
consulta
Cuadro clinico Evolucion
. : . . . . .| <24 24-72 >72
Fiebre | Rinorrea | Disnea | Tos | Vomito | Hiporexia | Astenia
horas horas horas

Diagnostico clinico

Neumonia | Bronquiolitis | CRUP | Infecciones vias aéreas superiores | Otro

Manejo médico previo Especificar antibioticoterapia

Sintomatico | Antibioticoterapia | amx | amc/clav | cef | tmp/smx | Otros

Evolucion Resolucion de la sintomatologia

Ambulatorio | Internamiento | 24-72 horas | 3-5 dias | 6-10 dias | >10 dias
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Anexo B. Encuesta realizada a pacientes adultos para la obtencion de historia clinica y

datos socio-demograficos.

Ficha de identificacion
Nombre Edad Peso

Alergias Fumador Diabético
Vacuna Vs influenza
Fecha inicio de los sintomas

Medicamentos

Sintomas del dia 1 de toma de muestra
Estornudo

Rinorrea

Garganta irritada

Tos

Cuerpo cortado

Cefalea

Escalofrios

Fiebre

Talla

Temperatura
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