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RESUMEN

Los virus influenza causan epidemias
anuales y pandemias ocasionales, siendo respon-
sables de alrededor de 300,000 muertes anual-
mente. Las opciones de tratamiento son limitadas
y el desarrollo de resistencia por parte de los virus
obligan a tomar medidas en la prevencion de la
enfermedad. Actualmente, se cuenta con vacunas
de virus atenuados y de virus inactivados, gene-
radas a partir de cultivo en huevo; aunque las
nuevas tendencias son utilizar cultivos celulares,
ya que esto permitiria obtener vacunas en cantida-
des mayores y en menor tiempo que lo requerido
para la generacion en huevo;, la utilizacion de
técnicas como las de genética reversa permiten
el desarrollo de vacunas con virus recombinantes
mejor adaptados. En este trabajo, se pretende
describir las caracteristicas del virus influenza,
la respuesta inmune ante este virus, las opciones
de vacunas y hacia donde se dirige la generacion
de vacunas contra influenza.
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ABSTRACT
Strategies for generate influenza vaccines ge-
neration

Influenza viruses cause anual epidemics
and ocassional pandemics, making them respon-
sable for aproximately 300,000 anual deaths.

Treatment options are limited and the develop-
ment of resistant strains have forced us to take
action to prevent the disease. Currently there are
attenuated and inactivated virus vaccines gene-
rated from egg cultures, even though the new
tendency is to use cellular cultures that allow us
to obtain vaccines quicker and in more quanti-
ties. The use of techniques as reverse genetics
allows the development of adapted recombinant
virus vaccines. This paper aims to describe the
influenza virus characteristics, immunology, va-
ccines options and the future of the development
of influenza virus vaccines.

Key words: types of vaccines

INTRODUCCION

La influenza es una enfermedad respirato-
ria aguda causada por el virus influenza, responsa-
ble de 3 a 5 millones de casos de enfermedad se-
vera'y de 250,000 a 500,000 muertes anualmente.
Esta enfermedad afecta principalmente a nifios,
adultos mayores y personas inmunodeprimidas
(1). A través de la historia se han presentado
brotes epidémicos anuales de influenza y algunas
pandemias ocasionales (2).

Los virus influenza tienen un genoma
segmentado que permite su recombinacion y el
surgimiento de virus con potencial pandémico,
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como el que se presentd en 2009 (3); en ese caso,
seria necesario generar vacunas suficientes para
inmunizar a la poblacion en poco tiempo.

Las vacunas generadas en huevo requieren
mucho tiempo y pueden introducir mutaciones en
la hemaglutinina (HA) del virus; por lo que se
requiere analizar otros métodos de obtencion de
vacunas, que puedan obtenerse mas rapido y en
mayores cantidades, asi como que se mantenga
la secuencia de la HA original (4).

En este trabajo, se describen las carac-
teristicas de los virus influenza, las opciones de
tratamiento y prevencion contra este virus, el
comportamiento de la respuesta inmune ante una
infeccion, los tipos de vacunas y hacia donde se
dirigen las investigaciones para la generacion de
vacunas mas efectivas y seguras que las actual-
mente utilizadas.

Virus influenza. Es un virus RNA, perteneciente
a la familia Orthomyxoviridae, tiene un genoma
de 8 segmentos, que codifica para 12 proteinas
(5); algunos de los segmentos codifican para dos
proteinas, es de polaridad negativa, tiene en-
voltura, que es una bicapa lipidica tomada de la
membrana celular; en el exterior de la envoltura
se encuentran las proteinas HA y NA y en el in-
terior una capa formada por la proteina matriz y,
mas internamente, encontramos la nucleocapside
helicoidal formada por siete segmentos de RNA
en el caso de los virus C y ocho segmentos en los
virus A 'y B; este virus es pleomorfico (6), tiene un
diametro que va de 50 a 120 nm, y se divide en
3 tipos serologicamente diferentes, A, By C (2).

El virus influenza tipo B ocasiona enfer-
medades en el humano; el tipo C se ha encontrado
en humanos y en cerdos; pero el tipo A, que es
el responsable de todas las pandemias de las que
se tenga registro, se ha logrado aislar en cerdos,
caballos, perros, aves acuaticas, aves de corral,
humanos y otros mamiferos (7). Esto le permite
a este virus recombinarse con facilidad y generar
nuevas cepas; el cerdo es considerado el principal
huésped intermediario para que se lleve a cabo
la diseminacion del virus influenza interespecies,
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esto es debido a que posee receptores tanto para
los virus aviares como para los de mamiferos (8).
Los virus influenza A son clasificados en subtipos
dependiendo de las proteinas HA y NA. Se han
descrito 18 tipos de HA y 11 tipos de NA (9). En
las aves acuaticas pueden coexistir 16 tipos de
HA y 9 de NA y pueden presentarse hasta 144
combinaciones. En humanos, actualmente solo se
encuentran en circulacion dos diferentes subtipos,
H3N2 y HIN1 (7).

Ademas de los antigenos de superficie, el
genoma viral codifica para otras diez proteinas,
que son polimerasa basica 1 (PB1), polimerasa
basica 2 (PB2), polimerasa acida (PA), proteina
de la nucleocapside (NP), proteina de la matriz
1 (M1), proteina de la matriz 2 (M2); tanto M1
como M2 son codificadas por el mismo segmento
de RNA pero con diferente marco de lectura, lo
mismo sucede con la proteina no estructural 1
(NS1) y la proteina no estructural 2 (NS2) (10).
La proteina PB1-F2 es una proteina proapoptoti-
ca que se presenta en algunas cepas de los virus
influenza; se ha descubierto recientemente la
proteina N40, que es una proteina no estructural
de funcién desconocida (11).

Epidemias y pandemias. Entre las pandemias
del siglo XX tenemos que en 1918 surgi6 la pan-
demia de influenza mas devastadora que infect6
cerca del 25% de la poblacion mundial y causé
la muerte de 50 millones de personas; este virus
de origen aviar era del subtipo HIN1 (12); pos-
teriormente, en 1957 surgid la pandemia asiatica,
el virus responsable de alrededor de tres millones
de muertes fue un virus del subtipo H2N2; final-
mente, el responsable de la conocida como gripe
de Hong Kong fue un virus H3N2, que ocurrié
entre 1968 y 1970. Debido a que las pandemias
anteriores se habian presentado con intervalos de
30 a 50 afos, se esperaba que para principios del
siglo XXI se presentara una nueva pandemia (2).

En febrero de 2009, en el municipio de
La Gloria, Veracruz, en México, se presento el
primer caso registrado de un nuevo brote de una
enfermedad tipo influenza; para principios de
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abril ya se tenia en el pais un gran nimero de
casos, en los que en su mayoria se presentaba
fiebre, tos, dolor de garganta, en algunos diarrea
y/o vomito; en los casos mas severos, se presen-
taba dificultad respiratoria, neumonia e, incluso,
la muerte. El Centro de Control de Enfermedades
(CDC) de los Estados Unidos reporto el 15 de
abril en San Diego, California, un caso en el que
se identificé un virus similar al reportado por la
OMS. El 21 de abril la CDC informé de una nueva
cepa de virus influenza A HIN1; a los dos dias
que se identificd esta nueva cepa, el 23 de abril
la Agencia de Salud Publica de Canadé identifico
un virus influenza de origen porcino A HIN1 en
muestras recibidas de México; debido a esto, la
OMS el 24 de abril inform6 un nuevo brote de
influenza; solo 5 dias después, el 29 de abril, se
declar6 una alerta pandémica de fase 5 (13). La
dimension de esta pandemia fue tal que el 21 de
mayo, 41 paises ya habian reportado 11,034 casos
y 85 muertes. En junio del mismo afio, se declaro
la alerta pandémica de fase 6 y esta se mantuvo
durante catorce meses. En agosto de 2010, la
OMS declaro el inicio de la fase postpandémica
con un recuento de mas de 18,000 muertos a nivel
mundial (14).

La situacion en México mostro que, para
el 25 de junio de 2009, se habian reportado 9,028
casos en todo el pais y un total de 119 defuncio-
nes; los estados del centro y sur de la republica
fueron los que presentaron un mayor niamero de
casos, siendo el Distrito Federal el mas afectado
con 2,085 casos, seguido por Yucatan y Chiapas
que presentaron 913 y 657 casos, respectivamen-
te. Los sintomas mas frecuentes fueron fiebre, tos
y dificultad respiratoria (15). Se presentaron tres
olas epidémicas en el pais a lo largo de 2009: la
primera fue la ola de primavera, que se presento
entre el 1 de abril y el 20 de mayo, la ola de vera-
no se presentd del 21 de mayo al 1 de agosto y la
ola de otofio del 2 de agosto al 31 de diciembre.

Tratamientos y prevencion. Una vez que la
enfermedad se presenta, se cuenta con dos tipos
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de drogas antivirales, los amadantanos y los in-
hibidores de la neuraminidasa (13). Dentro de los
amantadanos, estan la amantadina y la rimanta-
dina que bloquean el canal idnico formado por la
proteina M2 y, de esta manera, evitan el paso de
iones hidrégeno a la vesicula endocitica, previ-
niendo la acidificacion, que es necesaria para que
se lleve a cabo la disociacion de la proteina M1
y la liberacion del complejo ribonucleoproteico
(16). Sin embargo, el uso de los adamantanos se
ha restringido debido a que tienen algunos efectos
toxicos, no tienen efectividad contra los virus de
influenza B y ni contra la mayor parte de los virus
humanos HIN1, H3N2; también los virus avia-
res HSN1 y los porcinos HINI, H3N2 y HIN2,
al igual que el A/HINI1 de 2009, han generado
resistencia contra este tipo de antivirales (17).

Los inhibidores de la neuraminidasa son el
zanamivir y el oseltamivir; debido a que la neu-
raminidasa tiene la funcién de cortar las uniones
del 4cido sialico y la hemaglutinina, estas drogas
se mimetizan con el sustrato e interfieren con
la liberacion de la progenie viral (18) y, de esta
manera, evitan que los viriones puedan invadir
nuevas células, previenen la digestion del acido
neuraminico del mucus y reducen la capacidad
de los virus para colonizar el epitelio respiratorio
(19); a diferencia de los adamantanos, los inhibi-
dores de la neuraminidasa son poco toxicos y el
desarrollo de resistencia es lento. El zanamivir es
un derivado deshidratado del acido sialico, este
antiviral debe inhalarse, y el oseltamivir es un
profarmaco oral del carboxilato de oseltamivir
que es el compuesto activo, contiene en su es-
tructura un anillo ciclohexano y se utiliza por via
oral (20).

El zanamivir tiene una biovariabilidad de
10% a 20%, es decir, que, del total de la dosis, del
10 al 20% se va al sistema circulatorio; el 90% de
la dosis inhalada es eliminada en la orina, la vida
media en suero es de 2.5 a 5.1 horas, la dosis es de
10 mg dos veces al dia por 5 dias iniciando dentro
de las 48 horas de presentarse sintomas, las dosis
para niflos son las mismas (21); como efectos
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adversos se ha relacionado con broncoespasmos
(19), por lo que normalmente es utilizado como
segunda opcion de tratamiento.

El oseltamivir es hidrolizado por el higado
a carboxilato de oseltamivir; la biovariabilidad
de este es del 2%, tiene una vida mediade 6 a 10
horas, la dosis en adultos es de 75 mg tomados
dos veces al dia por 5 dias; en nifios la dosis es de
2 mg/kg dos veces al dia por 5 dias (21). Como
efectos adversos se observa leve incomodidad
intestinal; este antiviral es utilizado como primera
opcion de tratamiento de influenza, esto puede
contribuir a la resistencia que ha sido reportada,
mientras que la resistencia contra zanamivir se
ha presentado en menor cantidad; la resistencia
contra los antivirales se genera por mutaciones
que se presentan en el virus influenza (19).

Para la prevencion de la influenza se
utiliza la vacunacion como método primario.
La vacuna se elabora con virus inactivados o
atenuados: las vacunas normalmente contienen
HAs de tres tipos: dos de virus A y una de B. Los
virus se cultivan en huevos y posteriormente se
purifican y se inactivan haciendo que pierdan su
infectividad (22); las vacunas pueden cambiar
periédicamente dependiendo de los virus que
se presenten en una region (10), por lo que la
vacunacion debe ser anual; la elaboracion de una
vacuna contra un virus emergente tarda de 3 a 6
meses y se basa en la respuesta inmune que se
presenta contra influenza (17).

Respuesta inmmune contra influenza. La in-
feccion causada por el virus influenza es capaz
de inducir en el huésped una respuesta inmune
innata, asi como también una respuesta inmune
adaptativa. La respuesta inmune innata contra
influenza se caracteriza por un infiltrado de
neutrdfilos en los pulmones, asi como citocinas
proinflamatorias. La sintesis de estas citocinas
se debe a la activacion de las células que reco-
nocen patrones moleculares asociados a patdge-
nos (PAMP). En el caso de virus influenza, los
receptores intracelulares TLR7 y TLRS tienen la
capacidad de reconocer RNA de cadena sencilla,
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activarse y desencadenar una serie de reacciones
que culminarén con la sintesis de citocinas proin-
flamatorias (23). Los neutrofilos no son las tnicas
células de la inmunidad innata que participan en
la respuesta contra los virus influenza; células
como las natural killer (NK), los macrofagos y las
dendriticas se encuentran de manera considerable
en los infiltrados celulares (24). Como parte de la
inmunidad innata estan los macrofagos y neutro-
filos que no solo tienen la capacidad de fagocitar
al antigeno viral, sino también a las células que se
encuentren infectadas y, de esta manera, procesar
los antigenos por la via endocitica y presentarlos
mediante MHC II (25).

La respuesta al virus influenza varia
dependiendo de la cepa. La respuesta a cepas
altamente patogénicas es diferente a la respuesta
a cepas de moderada patogenicidad; prueba de
esto es que el patron de citocinas generado para
cada tipo de virus es diferente. En virus altamente
patogénicos predominan IL-6, IL-8, MCP-1 y
TNF-a, mientras que en los virus de mediana
patogenicidad las citocinas y quimiocinas que se
encuentran principalmente expresadas son IP-10,
MIG, IL-17 e IFN-y. La presencia de citocinas
proinflamatorias se asocia con la severidad de la
enfermedad, en tanto que en los virus de mediana
patogenicidad las citocinas que predominan se
asocian a una respuesta inmune adaptativa que
conduce a la eliminacion de la infeccion (26).

La respuesta adaptativa a influenza invo-
lucra la activacion de linfocitos B, que después
de estar en contacto con el antigeno generaran
anticuerpos neutralizantes; estos anticuerpos son
los elementos mas efectivos para la eliminacion
viral, pero no solo los linfocitos B se activan en
infecciones por influenza; los linfocitos T juegan
un papel muy importante. El virus de la influen-
za tiene la capacidad de estimular una respuesta
tanto de linfocitos T CD4 como de linfocitos T
CDg; los linfocitos T CD4 son necesarios para
una Optima activacion de los linfocitos B (27).
La actividad de los linfocitos T no depende de
la presencia de los linfocitos B, ya que, aun en
casos de influenza en que los pacientes carezcan
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de linfocitos B, las respuestas especificas de lin-
focitos T CD4 y T CDS8 no se ven afectadas (28).

Tipos de vacunas. Las vacunas que actualmente
se aplican para prevenir la influenza van dirigidas
a la generacion de anticuerpos contra la hemaglu-
tinina del virus (4). Actualmente existen dos tipos
de vacunas, las que utilizan virus inactivados y
las que utilizan virus atenuados (29); las vacu-
nas de virus inactivados normalmente contienen
tres tipos de hemaglutinina, una cepa viral de
influenza A de subtipo H1, una cepa de influenza
A del subtipo H3 y una de influenza tipo B. Para
la generacidon de vacunas comunmente los virus
se cultivan en huevos; una vez generados estos
virus, se purifican y luego se inactivan haciendo
que pierdan su infectividad y puedan utilizarse
como vacunas (30). Las vacunas cambian pe-
riddicamente dependiendo de los virus que se
presenten en una region (10) y, por lo tanto, la
vacunacion debe ser anual. Sin embargo, la ela-
boracion de estas, ya sea ante la aparicion de un
virus emergente o como parte de la formulacion
anual, tarda de 3 a 6 meses (17).

En el caso de las vacunas de virus vivos
atenuados, existen diferentes tipos; los mas
comunes son los adaptados para crecer solo en
condiciones frias. Esta caracteristica les permite
infectar el tracto respiratorio superior, presentan-
do una leve sintomatologia, pero su replicacion
se ve limitada al tracto respiratorio inferior por
la temperatura que predomina en esa region
corporal. Las vacunas atenuadas por el frio se
administran por via intranasal (31). Entre las
ventajas que los virus atenuados presentan esta
la de inducir una respuesta inmune sistémica y
de mucosas; sin embargo, en los estudios en los
que se ha comparado la efectividad de ambos ti-
pos de vacunas no se han encontrado diferencias
significativas (17).

Algunos hechos que han venido a agilizar
la busqueda de nuevas opciones en el disefio de
las vacunas contra la influenza son el brote de
influenza aviar AH5N1 en Asia y su inminente
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amenaza de causar una pandemia, la baja protec-
cion que ofrece la vacuna trivalente en personas
mayores de 65 afios, asi como la emergencia del
virus de influenza A(HIN1)pdm09 y la pandemia
de 2009, que demostrd que el sistema actualmente
utilizado para la generacion de vacunas requiere
mucho tiempo y deja a la poblacion desprotegida
ante un brote (31,32).

Técnicas para la generacion de vacunas contra
influenza. La primera vacuna contra influenza
se aprobo en 1945 en Estados Unidos y fue una
cepa crecida en huevo e inactivada con formalina;
la primera fue hecha por Parke Davis y después
Merck gener6 vacunas del mismo tipo (31). Ac-
tualmente, las vacunas mas utilizadas contra in-
fluenza son las generadas en huevo; estas vacunas
presentan algunas deficiencias, ya que el proceso
es lento, pueden presentarse algunas mutaciones
en HA que es el principal antigeno de la vacuna y,
en personas alérgicas a la albumina, esta contrain-
dicada; por lo que se ha optado por la generacion
de vacunas utilizando otros sistemas (3,33).

Como alternativa a las vacunas con virus
inactivados, surgieron las vacunas de virus vivos
atenuados; estas vacunas se crecen en huevo
pero se mantienen a temperaturas bajas, esto se
realiza para que se presenten mutaciones que le
permitan replicarse solo en frio, esto evita que se
repliquen en el tracto respiratorio; la aplicacion
de esta vacuna es intranasal. La desventaja que
presenta es que las mutaciones que adquiere para
adaptarse al frio pueden revertirse (31).

La tendencia en la generacion de vacunas
contra influenza es sustituir el crecimiento en
huevo por cultivo celular; al crecer las cepas en
c¢lulas, se pueden obtener vacunas de manera
mas rapida y evitar las mutaciones en HA que
adquieren algunos virus para adaptarse a crecer
en huevo; existen diferentes vacunas obtenidas a
partir de cultivo celular (3.4).

La utilizacion de adyuvantes en las va-
cunas contra influenza esta aprobada en Europa;
algunos fosfolipidos y emulsiones de aceites
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son utilizados para potenciar la respuesta y se
obtienen titulos de anticuerpos altos al utilizar
adyuvantes. Este tipo de vacunas estd pensado
principalmente para personas mayores de 65
aflos, quienes presentan una respuesta pobre ante
la inmunizacion contra influenza (3,31).

Una opcidn para las vacunas contra virus
influenza que no contiene virus atenuados ni in-
activados es la generacion de particulas similares
a virus conocidas como VLPs por sus siglas en
inglés; estas particulas se generan en células sf9
que se infectan con baculovirus y expresan las
proteinas HA, NA, M1 y M2 (34). Estas VLPs
tienen una muy buena capacidad de ser recono-
cidas por las células dendriticas y de activar la
respuesta inmune (31).

Mediante técnicas de genética reversa
basadas en plasmidos, se han generado virus
influenza que genéticamente carecen de un seg-
mento de su genoma, pero que estructuralmente
poseen todas sus proteinas, debido a que se gene-
ran en cé¢lulas que expresan en su superficie una
de las proteinas de superficie del viridn; asi, aun-
que carezca del segmento codificante, obtendra la
proteina de la célula en la que se estd generando.
Estos virus tienen solo un ciclo de replicacion en
células que no expresen esta proteina viral en su
superficie y podrian ser una alternativa segura,
ya que se elimina un segmento completo; estos
virus siguen en experimentacion (35).

CONCLUSIONES

Debido al constante surgimiento de nue-
vos virus influenza contra los cuales no se tiene
proteccion, es necesario el desarrollo de vacunas
que puedan obtenerse en poco tiempo y en gran-
des cantidades; por esto, en los Ultimos sesenta
afios se ha trabajado en este campo.

Los virus influenza, al poseer un geno-
ma segmentado, presentan la ventaja de poder
manipular su genoma utilizando pldsmidos in-
dependientes; el desarrollo de técnicas como las
de genética reversa permite disefiar vacunas que
presenten proteinas antigénicas especificas y, asi,
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evaluar la inmunogenicidad de cada una de estas.

La tendencia en vacunacidn contra in-
fluenza es sustituir las vacunas que se crecen en
huevo por vacunas obtenidas a partir de cultivo
celular; dentro de las que se obtienen de células,
se pueden tener virus atenuados, virus inactivados
y otras como los VLPs que no son virus, pero que
presentan la capacidad de inducir una respuesta
inmune y conferir proteccion.

La utilizacién de adyuvantes asi como los
virus de un solo ciclo de replicacion son opcio-
nes prometedoras para la generacion de nuevas
vacunas contra influenza.

La informacion general del virus influen-
za y de la respuesta inmune contra este virus es
crucial para el desarrollo de nuevas opciones en
la generacion de vacunas.
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