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RESUMEN

En Cuba, durante el periodo 2006-2010 la influenza estacional y la neumonia
constituyeron la cuarta causa de muerte, panorama marcado por la deteccién del
virus pandémico influenza A(HLN1)pdmQ9 en el afio 2009. La forma severa de la
enfermedad producida por el virus pandémico prevalecié en las personas menores
de 55 afios de edad a nivel mundial, hecho que hizo pensar en la interaccién de
factores del virus, de su ecologia y del hospedero. Por otro lado, la emergencia de
variantes genéticas divergentes de la cepa vacunal y de variantes resistentes a las
drogas antivirales, amenazan la efectividad de estas medidas de prevencion y
control. En este contexto, y en ausencia de estudios previos sobre la
caracterizacion molecular de los virus influenza en nuestro pais se desarroll6 el
presente trabajo. El objetivo fue proporcionar evidencias de la circulacion de
variantes genéticas de los virus influenza A y B en Cuba durante el periodo 2006-
2010, y de la relacion entre la forma severa de la enfermedad producida por
algunas variantes con factores del hospedero. Se demostré que los virus influenza
A y B estacionales en Cuba evolucionaron hacia diferentes variantes genéticas,
algunas de ellas divergentes genéticamente de la cepa vacunal. Se detectd la
circulacion de diferentes variantes genéticas del virus influenza A(H1N1)pdmOQ9,
aunque mantuvieron un porcentaje de similitud genética elevado con la cepa
vacunal. Se determind que los niveles elevados de RANTES y el TLR-2, y la
presencia del CCR5A32, sugieren su participacion en la severidad del cuadro
clinico producido por el virus pandémico del afio 2009. Se evidencié la circulacion
de variantes de virus influenza A(H3N2) y A(HLN1)pdmOQ9 resistentes a las drogas
bloqueadoras del canal M2, y que las variantes resistentes a los antivirales
inhibidores de la neuraminidasa emergieron en el subtipo A(H1N1) estacional a
partir del afilo 2008, después de la ganancia de mutaciones permisivas. La
caracterizacion molecular de los virus influenza permitié detectar la emergencia de
variantes geneéticas de escape a la vacunacion y resistentes a las drogas
antivirales, y aportd criterios de laboratorio Utiles para la actualizacion de las
politicas de control y prevencion por parte del MINSAP. Por otro lado, los
resultados obtenidos muestran la alternativa de dirigir nuevas formas de terapia
hacia las interacciones virus-hospedero.
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COMUNICACION CORTA

Introduccion

Los virus influenza afectan a las poblaciones humanas desde tiempos muy
antiguos, y constituyen tres de los cinco géneros ubicados dentro de la familia
Orthomyxoviridae: influenza A, influenza B e influenza C. Solo los virus influenza A
y B constituyen motivo de vigilancia a nivel mundial debido a su comportamiento
estacional y a las tasas elevadas de morbi-mortalidad que generan. El cuadro
clinico producido por estos virus puede transcurrir de forma asintomatica, como
una enfermedad tipo influenza (ETI), una infeccién respiratoria aguda grave
(IRAG), o incluso evolucionar hasta la muerte. Este comportamiento depende de la
interaccién de varios factores: virales, del hospedero y ecologia del virus.

A nivel mundial, la Influenza causa alrededor de 3.5 millones de casos de IRAG y
500.000 muertes en el aflo. En Cuba, la Influenza y la neumonia constituyen la
cuarta causa de muerte entre todas las causas posibles, y la primera entre las
enfermedades infecciosas. El virus influenza A (H1N1)pdmOQ9 fue el responsable
de la primera pandemia del siglo XXI durante el afio 2009, la cual fue calificada
como leve-moderada en términos de morbi-mortalidad. El virus responsable de
este evento epidemioldgico no presentd los marcadores moleculares de virulencia
reconocidos hasta el momento. Sin embargo, la forma mas severa de la
enfermedad se presenté de forma predominante en las personas menores de 55
afos. Todos estos elementos resaltan la necesidad del uso de vacunas y drogas
antivirales como medidas fundamentales para la prevencion y el control. A pesar
de esto, la elevada variabilidad genética y antigénica de los virus influenza
posibilita la emergencia de variantes genéticas resistentes a las drogas antivirales
y mutantes de escape a los anticuerpos producidos por la vacunacion. Por esta
razon es necesario mantener la vigilancia de la aparicién de estas variantes y
revisar las cepas que componen la vacuna anti-influenza cada afo, apoyados en
los estudios de caracterizacion antigénica y molecular de los virus circulantes cada
temporada.

En todo este contexto y teniendo en cuenta que en Cuba no existen estudios
previos de caracterizacion molecular de los virus influenza, el presente trabajo
proporcionara evidencias de la circulacion de variantes genéticas de los virus
influenza A y B en Cuba durante el periodo 2006-2010, y de la relacién entre la
forma severa de la enfermedad producida por algunas variantes con factores del
hospedero.

Resultados

El estudio de la primera caracterizacion genética de los virus influenza A y B
circulantes en Cuba, demostré la circulacion predominante de variantes genéticas
analogas a los linajes incluidos en las vacunas. Sin embargo, otras variantes,
particularmente del subtipo A(H1N1) y de los virus influenza B estacionales
divergieron de las cepas vacunales. La informacion derivada de este andlisis
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constituye una alerta sobre la posible ineficacia de la vacuna, sustentada en la
falta de analogia entre las cepas circulantes y las incluidas en la vacuna. Esta
alerta resultd importante para el empleo de las drogas antivirales en el control de
la Influenza en los grupos de riesgo vacunados.

Otro hallazgo importante fue la deteccion por primera vez del linaje
B/Yamagata/88 de los virus influenza B en Cuba. Este hecho tuvo repercusion
sobre la vacunacion en su formulacion trivalente, debido a que en una misma
temporada circularon los dos linajes de los virus influenza B y la poblacion
vacunada quedoé desprotegida contra uno de ellos. Esto determind el uso de las
drogas antivirales, fundamentalmente para el control de la infeccién en los grupos
de riesgo y evitar la diseminacién de los brotes. Otra recomendacion pudiera ser la
administracion de la vacuna tetravalente, la cual incluye los dos linajes de los virus
influenza B y los virus vacunales influenza A(H3N2) y A(HLN1).

Dentro del periodo seleccionado, el virus influenza A(HLN1)pdmO09 ocasiond la
primera pandemia de influenza del siglo XXI. La vigilancia molecular durante el
periodo inter-pandémico permitié detectar la introduccién de esta variante nueva
en la poblacion cubana (1-3). Los resultados del analisis molecular demostraron
que el grupo genético 7 predominé entre los virus influenza A(H1N1)pdmQ9
circulantes en Cuba, comportamiento similar a otras regiones del mundo (4, 5).
Las mutaciones detectadas fueron similares a las de otras investigaciones, sin
embargo, se detectdé en Cuba la variante D222E (5) en lugar de la D222G
asociada a la severidad de la enfermedad por algunos autores. Este hallazgo,
demostré la necesidad de mantener una estricta vigilancia sobre la futura
evolucion del virus, con el objetivo de poder detectar a tiempo algun cambio
relacionado al incremento en su virulencia. La similitud genética entre los virus
circulantes y la cepa del virus incluida en la vacuna, contribuy6 a la reduccion del
impacto de la pandemia sobre los grupos de riesgo y la poblacion en general.

La pandemia producida por el virus influenza A(H1N1)pdmQ9, en Cuba al igual
que en otras regiones del mundo, se calificé de leve a moderada en términos de
morbi-mortalidad. Sin embargo, entre los meses de abril a diciembre del afio 2009
se produjo un incremento en las notificaciones de las IRAG y de los casos fatales,
con un predominio de las personas menores de 55 afos de edad. El presente
estudio permitié determinar la relacion de los niveles de expresion del ARN de IL-
18, IL-8, RANTES y el TLR-2, y la presencia del CCR5A32, con la severidad de la
enfermedad producida por los virus influenza A(HLN1)pdmO09 en Cuba.

Los resultados obtenidos demostraron que los niveles elevados de RANTES vy el
TLR-2 se asociaron significativamente al incremento de la severidad del cuadro
clinico producido por el virus pandémico. Otro hallazgo de interés fue que se
encontré una relacion significativa entre la presencia de la delecién 32 del CCR5 y
la condicion de fallecido en personas con diagnéstico positivo a influenza
A(H1N1)pdm09. Estos resultados apoyan las caracteristicas multifactoriales y
complejas de la inmunidad frente a los virus influenza, la cual involucra diferentes
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componentes de la respuesta inmune, y que al parecer todas se requieren para
lograr la eliminacion del virus de forma eficiente. La elevacién descontrolada de los
niveles de algunos de los elementos de la respuesta inmune demostrada en este
trabajo, puede traer consigo un dafio inmunopatoldgico severo y la muerte.

Los resultados aqui expuestos y los obtenidos por otros grupos de investigadores,
ofrecen alternativas para futuras intervenciones terapéuticas. Sin embargo, este
tipo de terapia se debe realizar con un elevado grado de precision para equilibrar
los efectos positivos y negativos del sistema inmune, en el caso de una infeccién
grave por los virus influenza. Este tipo de estudio, también permitira establecer
marcadores genéticos del hospedero como indicadores de alto riesgo para el
desarrollo de la forma severa de la enfermedad producida por los virus influenza.
Todo contribuira a ampliar el espectro de intervenciones sobre la interaccion
virushospedero, con el objetivo de disminuir las complicaciones de la enfermedad.

A pesar de los avances en el conocimiento sobre los virus influenza y la existencia
de Programas Nacionales y Globales para el control, contindan siendo un
problema de salud a nivel mundial. El uso de las drogas antivirales durante la
infeccion con los virus influenza constituye la intervencidon primaria para el
tratamiento y la profilaxis post-exposicion. Sin embargo, la emergencia de la
resistencia a los bloqueadores del canal M2 determiné la eliminacion del uso de
estas drogas antivirales, mientras que por otro lado emergen variantes resistentes
a los antivirales inhibidores de la neuraminidasa. En este contexto se hace mas
compleja la toma de decisiones para el tratamiento y la profilaxis de esta
enfermedad. La presente investigacion aporté los primeros resultados sobre los
patrones de resistencia frente a las drogas antivirales anti-influenza en Cuba.

El hallazgo mas significativo fue la deteccion de patrones moleculares de
resistencia a los bloqueadores del canal M2 y a los inhibidores de la
neuraminidasa por primera vez en Cuba. El 100% de los virus influenza A(H3N2) y
A(H1N1)pdmO09 analizados resultaron resistentes a los bloqueadores del canal M2
y sensibles a los INAs (6).

Estos resultados fueron de gran importancia para los médicos de atencion de los
distintos niveles del sistema de salud, pues les permitié contar con un elemento de
laboratorio para utilizar la droga antiviral efectiva para el tratamiento. Por otro lado,
las autoridades del Ministerio de Salud Publica contaron con la informacién
necesaria para actualizar las estrategias de prevencién y control durante los brotes
y las epidemias ocasionadas por los virus influenza. Ante la no disponibilidad de
vacunas Y la existencia de resistencia a los bloqueadores del canal M2 de los virus
influenza A(H1N1)pdmQ9, los resultados obtenidos permitieron seleccionar con
seguridad a los antivirales INAs como terapia efectiva. Esta intervencion fue
fundamental en la prevencién de las complicaciones de los grupos de riesgo y en
el control de los brotes durante la pandemia del afio 2009.
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Por otro lado, los virus influenza A(H1N1) estacionales resultaron sensibles a los
adamantanos, mientras que la resistencia al oseltamivir emergié a partir del afio
2008, después de la apariciébn de mutaciones permisivas desde el afio 2007 (6).
Las mutaciones permisivas fueron las responsables de la diseminacion de la
variante resistente al oseltamivir de los virus influenza A(H1N1) estacional en todo
el mundo, desplazados de la circulacién por el virus influenza pandémico.

Otro resultado del presente trabajo fue la deteccion de la mutacion S162N en la
HA de los virus influenza A(H1N1)pdmO9 identificados en el ultimo periodo de la
pandemia en Cuba (6). El efecto de este cambio es la compensacion de la
actividad de la neuraminidasa a traves de una eficiencia reducida en la union de la
HA a los receptores celulares. La deteccion de esta variante es de importancia
pues estos virus pueden multiplicarse en presencia de los INAs, y se recomenddé
mantener bajo estricta vigilancia su evolucion.

La caracterizacion de los patrones de resistencia a las drogas antivirales aporta
informacion util para la toma de decisiones en las politicas de prevencion y control.
La emergencia de variantes resistentes a las drogas antivirales en uso, orientan
hacia la necesidad urgente de desarrollar tratamientos alternativos contra la
influenza, como es el caso del desarrollo de nuevos compuestos antivirales, la
posibilidad de hacer diana sobre las interacciones virus-hospedero y los
mecanismos celulares del hospedero para desarrollar nuevas formas de terapia
contra la influenza.

La caracterizacion de los principales factores (virus, hospedero, ambiente) que
determinan el curso de la infeccién por los virus influenza y de las epidemias
ocasionadas por ellos contribuye a mejorar los Programaspara la Prevencion y el
Control de la Influenza. La caracterizacion genética de los virus influenza permite
detectar el surgimiento y la circulacion de variantes nuevas del virus,
determinando oportunamente la necesidad de actualizar algin componente de la
vacuna o la emergencia de una cepa con potencial pandémico. Ademas, a través
de este tipo de caracterizacion es posible la identificacion de determinantes de
virulencia para un mejor entendimiento de los genotipos relacionados a la
patogenicidad y de los factores que contribuyen al origen de las pandemias.

Los resultados aqui obtenidos estan en correspondencia con el lineamiento 154
del Partido y la Revolucion Cubana en materia de salud, dirigido a elevar la calidad
del servicio que se brinda y lograr la satisfaccion de la poblacion. También se pone
de manifiesto el lineamiento 160, debido a que la formacion de especialistas
meédicos permitio darle respuesta a las necesidades del pais durante la pandemia
de influenza del afio 2009 y durante las epidemias estacionales, utilizando
tecnologia del primer mundo.
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Impactos del resultado:

Impacto cientifico

1. La introduccion y sistematizacion de la caracterizacion molecular de los virus
influenza en el Laboratorio Nacional de Referencia permitié identificar las variantes
genéticas circulantes en cada temporada, suministrando evidencias cientificas a la
Red Global de Influenza de la OMS que garantizan una mejor seleccién de los
virus vacunales anualmente.

2. La deteccion de la circulacion de variantes genéticas de los virus influenza
resistentes a las drogas antivirales, aporté criterios cientificos que modificaron las
estrategias de tratamiento y prevencion en el Programa Integral de Atencion y
Control de las Infecciones Respiratorias Agudas.

3. La caracterizacion molecular del virus pandémico en Cuba, aportd
conocimientos a nivel nacional e internacional sobre la evolucion de este virus
emergente en la poblacién humana.

4. La relacidn entre los niveles de expresion elevados de RANTES y el TLR-2 y la
presencia de la forma heterocigética del CCR5A32 con la severidad de la
enfermedad producida por el virus pandémico, aportd nuevos conocimientos sobre
la inmunopatogenia de la enfermedad, relacionados a la interaccion virus-
hospedero.

Impacto social

1. La identificacion de variantes de los virus influenza circulantes en el pais,
permite alertar oportunamente a las autoridades sanitarias para implementar
acciones de prevencién y control efectivas que posibiliten mitigar el impacto
econdmico de esta infeccion (uso indiscriminado de antibioticos, gastos en
hogares de ancianos, hospitalizaciones, uso de unidades de cuidados intensivos,
ausencias escolares, laborales, pago de la seguridad social, entre otras).

2. Los resultados de la deteccion de variantes genéticas de los virus influenza en
Cuba advierte la necesidad de actualizar sistematicamente las medidas
especificas de prevencién y el manejo de casos para lograr reducir la morbilidad y
la mortalidad.

3. El conocimiento de los marcadores inmunoldgicos asociados a la severidad de
la infeccion por los virus influenza, posibilita identificar nuevas dianas terapéuticas
para evitar las complicaciones asociadas a la infeccidén por estos virus y reducir los
niveles de mortalidad.
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