Metapneumovirus humano:
epidemiologia y posibles
tratamientos profilacticos

En el 2001, se identificé en Holanda al metapneumovirus hu-
mano (hMPV) como un “nuevo” agente etioldgico causante
de infecciones respiratorias agudas en infantes menores de

5 afos; sin embargo, también se ha aislado en personas de la
tercera edad e inmunocomprometidos. Este virus se conside-
racomo el sequndo agente etioldgico en enfermedades agu-
das del tracto respiratorio. En la actualidad, el costo estimado
de lasinfecciones respiratorias agudas (IRA) en nuestro pais es
de 9,000 ddlares estadounidenses por paciente hospitalizado.

El hMPV es un miembro del género Metapneumovirus, fa-
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milia Pneumoviridae, que pertenece al orden de los Monone-
gavirales, correspondiente a virus de acido ribonucleico (RNA)
monocatenario negativo, que consta de 8 genes en el orden
3-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5,y que codifica para 9 proteinas. De
estas proteinas, la glicoproteina de fusién F estéd altamente
conservada en el género Metapneumovirus y es el mayor
determinante antigénico, y al no existir alin vacuna aprobada
para este virus, se ha utilizado como un epftopo candidato
para el disefio de una vacuna que confiera inmunidad al
hospedero o como un blanco terapéutico en la creacion
de péptidos antivirales que inhiban la fusién del virus a su
célula blancoy se evite la infeccién en sujetos de alto riesgo
de contagio, ya que en la actualidad no se ha aprobado por
la COFEPRIS ningun tratamiento profilactico contra hMPV.

hMPV; infecciones respiratorias; epitopos; pro-
teina F; vacunas.

In 2001 in the Netherlands, Human metapneumovirus (hMPV)
was identified as a “new” etiologic agent causing acute re-
spiratory infections in children younger than 5 years old;
however, it has also been isolated in the elderly and immu-
nocompromised people. This virus is considered the second
etiological agent in acute diseases of the respiratory tract.
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Currently, the estimated cost of IRAs in our country is of 9,000
USD per inpatient.

hMPV is a member of the genus Metapneumovirus, family
Pneumoviridae, and it belongs to the order Mononegavirales
that is part of the negative single-stranded ribonucleic acid
(RNA) virus, consisting of eight genes ordered: 3-N-P-M-F-
M2-SH-G-L-5 *, and which encodes for 9 proteins. Of these
proteins, the F fusion glycoprotein is highly conserved in
the genus Metapneumovirus, and is the major antigenic de-
terminant, and because an approved vaccine doesn't exist,
it has been used as a candidate epitope for the design of a
vaccine that confers hostimmunity or as a therapeutic target
in the creation of antiviral peptides that inhibit the fusion of
the virus to its target cell and to avoid infection in subjects at
high risk of contagion since there is currently none accepted
by COFEPRIS as a prophylactic treatment against hMPV.
Key words: hMPV; respiratory infections; epitopes; protein F;
vaccines.

INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) repre-
sentan un importante problema de salud, ya que
ocupan el segundo lugar a nivel mundial de mor-
bimortalidad en nifios menores de 5 afios; también
son frecuentes en personas de la tercera edad, asi
como en sujetos inmunocomprometidos'. Se cal-
cula que cada ano mueren alrededor del 15% de
infantes menores de 5 afos por neumonia. Las IRA
se presentan en todo el mundo, pero con mayores
indices de mortalidad en paises en vias de desa-
rrollo?, aproximadamente 20% mds que en paises
desarrollados (3-4%)°. En México, para el 2016, el
INEGI reporté que ocupan el tercer lugar de mor-
bilidad con 21,572 muertes en la poblacién general,
pero en infantes de 1 a 4 afos ocupan el tercer lugar
con 500 muertes anuales®.

Los principales agentes causales de las IRA son
los virus, y el agente etioldgico mds frecuente es el
ortopneumovirus humano (hOPV), anteriormen-
te nombrado virus sincicial respiratorio humano,
seguido del metapneumovirus humano (hMPV),
responsable del 5-15% de hospitalizaciones en in-
fantes®, posteriormente respirovirus y ortorubu-
lavirus humano (anteriormente conocidos como
virus de parainfluenza humano)®, influenza virus
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(IV), coronavirus y rinovirus, entre otros. En la
actualidad se han reportado casos de IRA en donde
mds de un patégeno actda como agente causal, lo
que hace dificil su diagnéstico y atin mds cuan-
do alguno de los patdgenos no ha sido descrito,
como fue el caso de hMPV?3, En el afio 2001,
Van den Hoogen y colaboradores reportaron al
hMPV como un nuevo agente etioldgico, el cual
presentaba manifestaciones clinicas similares a las
causadas por hOPV; ambos patégenos pueden cau-
sar infecciones respiratorias que cursan de leves a
severas, con complicaciones como bronquiolitis y
neumonia, lo cual hace que su diagnéstico clinico
sea dificil”.

En la actualidad, en Estados Unidos las muer-
tes y hospitalizaciones a causa de hOPV y hMPV
se han estimado en pérdidas econdmicas de entre
365 millones y 585 millones de ddlares respectiva-
mente?, lo cual pudiera disminuir con tratamiento
profildctico, ya que los tratamientos actuales son
de soporte que incluyen disminuir los sintomas,
administracién de oxigeno, remplazo de fluidos y,
en caso de ser necesario, ventilacién mecdnica’. Por
otro lado, los tratamientos antivirales como anti-
cuerpos humanizados (palivizumab, entre otros)
debido a su costo (aproximadamente 12,000 pesos
por dosis), dificil obtencién' y efectos indeseables,
son considerados solo en casos severos’.

Metaneumovirus humano:

virologia molecular

EIhMPV es un virén pleomérfico de 150 nm a 300
nm. Es miembro del género Metapneumovirus, fa-
milia Pneumoviridae, que pertenece al orden de los
Mononegavirales'® correspondiente a virus de ARN
monocatenario negativo no segmentado, con una
longitud de aproximadamente 13 kb, que consta
de 8 genes (figura 1) en el orden 3-N-P-M-F-M2-
SH-G-L-5’ y codifican 9 proteinas ilustradas en la
tabla 1. El hMPV comprende 2 subgrupos A y B,
con 4 linajes genéticos (A1, A2, Bl y B2)".

Los virus pertenecientes a esta familia constan
de la proteina F o glicoproteina de fusién, encargada
de fusionar el virén con la membrana mediante el
reconocimiento a receptores de la célula blanco y
que en la actualidad se utiliza como un blanco te-
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Figura 1. Diagrama de una particula de metapneumovirus humano
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En la superficie del virus se expresan 3 proteinas, la F (guinda), G (verde obscuro), SH (naranja). La proteina M (azul)
encapsula las nucleoproteinas N (en verde claro), asociadas al genoma. El complejo ribonucleoproteina esta asociado
con la proteina L (amarillo), P (morado), M2-1 y M2-2 (azul cielo). Modificada de Skiadopoulos et al., 2014.
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Proteina de matriz M Bodea e! genoma del virus, permitiendo el desarrollo y la
interaccion del complejo RNP

Glicoprotena de fusion F Se une a re;geptpres heparan sulfato en la superficie celular
para la fusién viral

Factor de transcripcion M2-1 Factor transcripcional de elongacién
Juega el papel de mayor virulencia ya que regula los

Factor regulador de RNA M2-2 patrones de reconocimiento de los receptores tipo toll y los
inducibles por acido retinoico

Glicoproteina pequefa SH Probablemente forma un canal idnico protén selectivo que
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glicosaminoglicanos

Polimerasa de ARN L Transcribe el RNA gendmico, se asegura que el RNA esté

protegido en ambos extremos (CAP y poliadenilacion)
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Figura 2. Esquema del precursor FO
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Esquema del precursor de la proteina de fusién, el tridngulo negro indica el sitio de corte, F1: subunidad
1; F2: subunidad 2; SP: péptido sefal; F: péptido fusion; HRA/HRB: héptada repetida A y B; TM: dominio
transmembrana; CT: extremo C terminal. Modificada de Melero y Mas, 2015.

Figura 3. Diagrama que representa la fusion virion-célula de hMPV
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Modelo de fusién hMPV: a) La proteina F en estado prefusogénico, HRA en azul y HRB en verde, b) Reordenamiento

de las héptadas repetidas e insercion del péptido de fusién en la membrana de la célula blanco, ¢) Intermediario de

union entre las membranas por medio de varias proteinas F, d) uniéon de HRA con HRB dando lugar a la formacion de
los 6 haces de hélices y por lo tanto la fusion virus-célula. Modificada de Melero y Mas, 2015.

rapéutico'; el A(MPV y el hOPV comparten 37.9%
de identidad en la secuencia de aminodcidos de la
glicoproteina de fusién'. Un estudio realizado en
la universidad de Maryland demostré que aislados
clinicos de 2 de los linajes del hAMPV conservan un
porcentaje de identidad para la proteina M de 97%,
seguido de la nucleoproteina con 96%, glicoprotei-
na F con 95%, y la proteina SH, que es la menos
conservada, con 59%".

La proteina F se sintetiza como un precursor FO
(figura 2), que posteriormente se escinde por una
proteasa, en 2 subunidades, F1 y F2, y produce un
péptido de fusién hidrofébico (FP) en el extremo
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N-terminal de F1'. Durante el proceso de fusién
FP se inserta en la membrana del hospedero’.

El fragmento F1 contiene un péptido de fusién
hidrofébico N-terminal y 2 hidrofilicos que son
regiones de heptarrepetidas y conservadas (HR),
la héptada N-terminal (HRA), situada inmediata-
mente adyacente al péptido de fusién y la C-termi-
nal (HRB), que se encuentra proximal al dominio
transmembrana (TM). Al activarse la proteina F
inserta su péptido de fusién en la membrana blanco
y HRA y HRB se rearreglan en un haz estable de 6
hélices (6HB), y posicionan a los péptidos de fusién
y los dominios TM préximos a la misma membra-
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Distribucion geografica mundial de los genotipos de hMPV
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Distribucion geogréfica mundial promedio de los linajes (A1, A2, B1 y B2) de hMPV.
Su incidencia de acuerdo a la regién geogréfica va de enero a marzo en el hemis-
ferio norte y de junio a julio en el hemisferio sur. Modificado de Panda et al., 2014.

na blanco (figura 3); este proceso se conoce como
fusogenizacién'.

Dentro de las principales caracteristicas que di-
ferencian a la naciente familia Preumoviridae de
su antigua familia Paramyxoviridae, estd que sus
miembros contienen una proteina de fusién (F) que
es independiente de la proteina de adhesién (G)" y
se ha probado que, por si sola, la proteina F es su-
ficiente para inducir la fusién con la célula, lo cual
sugiere que es una proteina con funcién dual: unién
y fusi6n, independiente a los posibles receptores de
la proteina G (hepardn sulfato y quimiocinas).

Congruente con esta hipétesis, se ha encontrado
un motivo de unién a integrinas **’RGD?') en
dicha proteina y en un estudio realizado en China

se demostr6 que los aminodcidos R329 y G330 del
motivo de unién a integrinas son esenciales para la
unién de la proteina a las integrinas a5p1 y av, por
lo cual una mutacién en estos residuos impide la
fusién del virus con la célula’, y por esta razén se
puede sospechar de la intervencién de esta proteina
como receptor para la fusién viral, aunque faltan
estudios para poder demostrarlo’.

Las IRA se distribuyen a nivel mundial como se
muestra en la figura 4. En el caso particular del
hMPYV, los aislados virales® presentan una distri-
bucién dependiente de las estaciones; en invierno
y primavera principalmente en el hemisferio norte,
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y en verano predomina en el hemisferio sur; segtin
algunos estudios el mayor porcentaje de aislados se
presentan después de la temporada de infecciones
por hOPV?. Se reporta al h(MPV como la segunda
causa de IRA y responsable de infecciones menos
severas que las causadas por hOPV, lo cual no le
resta importancia, ya que, en lugares como el sur
de Asia y sureste de Africa, 2 terceras partes de los
pacientes mueren a causa de este patogeno. Actual-
mente, a nivel mundial, la tasa de hospitalizaciones
asociada con infecciones de h(MPV es de una por
cada 1,000 nifios, lo cual es bajo en comparacién
con hOPV, pero es la misma que para respirovirus
y ortorubulavirus humano®.

Estudios de seroprevalencia han demostrado la
presencia de anticuerpos contra hMPV en muestras
obtenidas en 1958, lo que sugiere que el virus ha
estado en circulacién por lo menos hace mds de 50
anos?, a pesar de que su identificacién fue apenas
en el 2001; ademds, andlisis evolutivos sugieren que
el A(MPV provino del metapneumovirus aviar tipo
C hace aproximadamente 200 afios®.

En México existen pocos estudios epidemio-
l6gicos del hMPV, pero un estudio realizado en
Guadalajara, Jalisco, reporté que el hAMPV fue el
agente etioldgico mds frecuente en nifios menores de
5 afios, con un porcentaje de 22%!'°; otros estudios
realizados en San Luis Potosi, reportan que ocupan
el segundo lugar de incidencia después del hOPV,
porque se ha identificado en un porcentaje de 6 a
20% en nifios menores de 3 afos".

Existen datos contradictorios respecto a las coin-
fecciones de hAMNV en cuanto al nimero de virus
involucrados, las asociaciones que existen entre estos
y la gravedad de la enfermedad; dichas asociaciones
también presentan diferentes frecuencias en las po-
blaciones, por ejemplo, un estudio en Rusia reporté
que 14.5% de las IRA causadas por virus fueron
coinfecciones, pero en ninguna de estas asociaciones
participé el hMPV'®, Sin embargo, en otro estu-
dio realizado en la India, 26% de las IRA fueron
causadas por coinfecciones, de las cuales el AMPV
se present6 en 1.68% de los pacientes formando
asociaciones con hRUV-4 y adenovirus (AdV)".
En nuestro pais, 2 estudios reportan frecuencias de
coinfecciones parecidas a las ya mencionadas (13.9
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y 28%), pero la participacién del hMPV es mds
alta, con un promedio de 5.47% de estas asociacio-

nes, que se detectaron en conjunto con IV, hOPV,
hRUV, hREV, AdV y coronavirus®>*..

Factores de riesgo

La severidad de la enfermedad puede deberse a cier-
tos factores de riesgo, los cuales pueden estar aso-
ciados con las caracteristicas del patégeno y con el
estado clinico y el drea demogrifica donde vive el
paciente. Por otro lado, la carga viral se ha asociado
con la duracién de la enfermedad y con la severidad
de las IRA; sin embargo, no existe una correlacién
precisa entre el genotipo del virus y la severidad de
la enfermedad, pues algunos reportes senalan que el
genotipo A es mds virulento que el genotipo B (2), y
otros, como el de Papenburg et al. (2013), indican
que es el genotipo B el que se asocia con una mayor
severidad de la enfermedad®”.

Los sujetos considerados de alto riesgo son los
ninos menores de 5 afios, con mayor incidencia en
infantes de 6 meses de edad®, debido a la falta de
maduracién de su sistema inmunoldgico; los nifnos
con nacimiento prematuro, bajo peso, asma, infec-
ciones nosocomiales preexistentes®, enfermedades
crénico-pulmonares o cardiacas, o con desérde-
nes neuronales. Muchos estudios han reportado al
hMPV en coinfeccién con otros patdgenos como
hOPV, bocavirus, rinovirus, coronavirus, Respirovi-
rus'y Ortorubulavirus humano IV Ay B®. También
se han encontrado aislados en personas de edad
adulta que, sin haberlo diagnosticado antes, algu-
na vez fueron infectadas por este virus, y también
en personas inmunocomprometidas’, con mayor
frecuencia si han recibido trasplantes o si tienen
complicaciones hematoldgicas (como leucemias)’.

Manifestaciones clinicas

El diagnéstico diferencial basado exclusivamente en
la clinica dificulta determinar al agente etioldgico
hMPV o hOPV, ya que tanto los factores de riesgo
como las manifestaciones clinicas son similares y, a
pesar de esto, en México el diagnéstico se hace de
acuerdo con la gufa préctica clinica en la cual se des-
cribe que este tipo de infecciones cursan frecuente-
mente con tos, sibilancias, estertores, dificultad para
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respirar y, en algunos casos, se produce la muerte
por falla respiratoria'. En algunos paises, como en
algunos hospitales de México, las pruebas para la
identificacion del agente etiolégico responsable se
basan en el uso de anticuerpos especificos marca-
dos con fluorocromos para realizar los ensayos de
inmunofluorescencia directa, indirecta o el uso de
ensayos moleculares como el RT-qPCR.

Las infecciones causadas por hMPV se presen-
tan en la version asintomdtica y la sintomdtica. Esta
ultima generalmente presenta signos tales como:
fiebre (< 38 °C), tos, hipoxia, sibilancias, rinorrea,
disnea’, linfopenia con monocitosis; en adultos in-
munocomprometidos son comunes los dolores de
cabeza, la adenopatia cervical, la faringitis y el her-
pes labial recurrente'.

La proteina F es la responsable de la fusién del virus
con la célula hospedera, y se sabe que el mecanismo
de fusién es diferente al del resto de los miembros
de las familias Pneumoviridae y Paramyxoviridae,
los cuales realizan este proceso a pH neutro'.
Como primeras células diana, el hMPV infectaa
las células epiteliales del tracto respiratorio inferior,
ademis de los leucocitos circulantes, como mono-
citos y células dendriticas, que principalmente se
encuentren en los pulmones*, y provoca la fusién
de la célula infectada con las células vecinas, lo que
da lugar a la formacién de sincicios, cuyo tamano
dependerd del linaje®. En el caso de una infeccién
severa, se presentan cambios a nivel de pulmones,
que incluyen dafio en la arquitectura epitelial respi-
ratoria, desprendimiento de células epiteliales, pér-
dida de los cilios, produccién de moco e inflama-
cién exacerbada de la zona intersticial del pulmén?“.
La primera accién de defensa ante la infeccién
que se presenta es la secrecién de interferones (INF)
del tipo I, con lo que se establece un estado antiviral
en las células vecinas no infectadas, ademds de que
se promueve la eliminacién de células infectadas
mediante el mejoramiento de la respuesta del anti-
geno. La induccién de dicho INF, no podria llevarse
a cabo sin el reconocimiento de estructuras de ARN
de doble cadena, evento que se presenta durante
el ciclo de replicacion viral (genoma-antigenoma).

Esto provoca una sefializacién celular conocida como
MAVS (senalizacién antiviral mitocondrial), que
desencadena la expresién de receptores y secrecion de
citocinas", como la Interleucina 2 (IL-2), IL-6, IL-
8, IL-10, el factor de necrosis tumoral o (TNF-a),
entre otros. Finalmente la infeccién persistente por
hMPYV se atribuye a una minima respuesta inmu-
nolégica, ya que la depuracién del virus mediada
por los linfocitos T citotéxicos (CD8+) es ineficiente
en la infeccién primaria; aunado a esto, el hA(MPV
interfiere con la induccién de antigenos timode-
pendientes, debido a que las células dendriticas (a
pesar de no ser las primeras células infectadas) son
infectadas conforme el virus se disemina, lo que
afecta en la induccién de inmunidad a largo plazo,
mejor conocida como “de memoria™. Se sabe que
este tipo de virus también modula negativamen-
te la respuesta de las citosinas; por ejemplo, por
un mecanismo desconocido atin, el hMPV evita la
fosforilacién de Tyk2 y STAT3 y la subsecuente
fostorilacién positiva de IL-6; la proteina M2-2 pro-
mueve la evasién global de los TLR en monocitos; la
proteina G interfiere con la produccién de INF tipo
I porque impide que una de las proteinas (RIG-1)
de la cascada de las MAVS se desacople, lo que evita

la activacién de la senal'!.

Debido a las similitudes clinicas y epidemiolégicas
existentes entre hOPV y hMPV, es dificil deter-
minar al agente etiolégico responsable. La forma
de deteccién era el aislamiento mediante cultivo
celular a partir de muestra biolégica (aspirados, hi-
sopado nasal o nasofaringeo), que se cultivaba para
después infectar células inmortales (como HEP-2),
para observar la formacién de sincicios, pero su
diagndstico era lento.

Posteriormente se han probado “variantes” de
la reaccién en cadena de la polimerasa retro trans-
criptasa (RT-PCR)*, como RT-PCR multiplex para
poder identificar 13 posibles patégenos causantes
de enfermedad, el cual ha demostrado ser sensible
y especifico al no arrojar falsos negativos, pero los
costos son elevados?, por lo que en la bisqueda de
un diagndstico mds rdpido y econémico se intent6
la evaluacién de proteinas como anticuerpos (IgG-
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hMPV) presentes en los aspirados nasofaringeos por
inmunofluorescencia directa (DIF), la cual resulté
no ser tan sensible en comparacién con RT-PCR
pero mds accesible?®. El diagnéstico sugerido por
la Norma Oficial Mexicana 031-SSA-1999 para la
atencién a la salud del nifio comienza con el interro-
gatorio, la inspeccién fisica orientada a la identifi-
cacién de neumontia, de otitis media aguda, farin-
goamigdalitis purulenta u otra entidad nosolégica
de etiologia bacteriana®®; por otro lado, se reporta
que ademds de la exploracién de rutina también se
realiza cultivo celular a partir de aspirados naso-
faringeos®.

Tratamiento

En la actualidad el tratamiento de eleccién contra
las enfermedades causadas por h(MPV es el que se
utiliza para hOPV y son anticuerpos monoclonales
murinos humanizados como palivizumab o motavi-
zumab, que es una variante de segunda generacién
de palivizumab. Ambos se administran de manera
profildctica en infantes en situacién de riesgo, que
tienen altas probabilidades de contraer la enferme-
dad". Ademds del tratamiento de soporte (nebuli-
zacion con solucién salina hiperténica al 3% y sal-
butamol) que indica el Catdlogo Maestro de Guias
de Prictica Clinica IMSS-032-08, se han propuesto
la ribavirina, inhibidores de fusién y pequefios dcidos
ribonucleicos interferentes como tratamiento en el
control contra hMPV, a partir de estudios realiza-
dos en diferentes paises del mundo como Chile y
Canadd’; sin embargo, la ribavirina ya no se usa en
México por sus efectos colaterales.

No existe ain una vacuna contra el hMPV que
esté aprobada y sea utilizada por el sector salud en el
mundo®’, pero se han realizado varios intentos por
desarrollar la vacuna ideal, la cual, adem4s de ser
inmunoprotectora contra hMPV, no cause efectos
adversos en el proceso de inmunizacién.

Vacunas candidatas

Los primeros intentos para obtener una vacuna ca-
paz de inducir una respuesta inmune con base en
anticuerpos fueron los virus atenuados, virus inac-
tivados y particulas tipo virales (VLP, por sus siglas
en inglés,). Podemos citar un trabajo con virus ate-
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nuado que presenta la delecién de la proteina SH de
un hMPV (HPMVASH), con el que inmunizaron
hdmsteres dorados. Los resultados mostraron res-
puesta inmunoldgica, aunque no lo suficiente para
conferir proteccién, y en cultivo celular demostré
replicacion eficiente, sugiriendo que la proteina SH
no era esencial para la entrada del virus a la célula’®.
Posteriormente se elimind la proteina G y se probé
en roedores, pero no mostr conferir suficiente pro-
teccién. Un ensayo mds reciente de las VLP fue el
realizado por Lévy et al. (2013), donde insertaron
proteina F y G de linajes A y B en un core de un
retrovirus que mimetizaba las propiedades de am-
bos linajes de h(MPV y cuando se probé en ratones
indujo anticuerpos neutralizantes contra hMPV,
mostrando proteccién de los ratones®”. Otro ensayo
con virus inactivados por formaldehido (FI-HM-
PV) mostrd inducir anticuerpos neutralizantes (los
que se unen al virus e inhiben su fusion) en cotton
rats y en otros animales; sin embargo, en macacos
fue menos efectiva, por lo cual se debe mejorar®.

Proteinas de hMPV como posibles vacunas

De las 9 proteinas traducidas por el virus, solamente
3 (F, G y SH) se encuentran insertas en la mem-
brana con una extremidad saliente, por lo cual son
posibles candidatas a ser reconocidas por alguna
célula presentadora de antigeno, para desencadenar
reacciones inmunoldgicas que confleran proteccion
al hospedero. Se han realizado varios intentos por
encontrar el mayor determinante antigénico (de las
3 proteinas ancladas a la envoltura viral) buscando
el epitopo que indujera inmunidad contra hMPV.
En un principio se consideré a la proteina G de
acuerdo con algunos reportes®*, pero fue hasta
el trabajo de Skiadopoulos et al. (2006), en el que
se demostré que la proteina F era mds importante
debido a que la entrada del virus estd mediada por
la proteina de fusién. En ese trabajo desarrollaron
un modelo de vacuna, insertando en una particula
vacia del virus de parainfluenza humano (hPIV)
recombinante (rPIV) las proteinas a probar; un di-
sefio fue con la proteina F, y se obtuvo que la in-
duccién de anticuerpos fue similar a la inducida por
un hMPV WT, lo cual sugirié proteccién ante el
patégeno, mientras que cuando se insertd solamente

http://doi.org/10.22201/fm.24484865e.2019.63.3.02



Proteina quimérica (RPM-1)

HH HH HHH LL HX HH

HoPv 254 NSELLESLENDMPITNDQEKLMSNN 277
T oo I« | 77 T

hvpv 224 DAELARANMSYMPTSAGOEKLMLEN 247

RPM-1 224 DSELLRAENDMPTSNDQEKLMSNN 247

-C cC- CCcCC cc C. ccC

Secuencias de alineamiento de la proteina F de hOPV y hMPV junto con la secuencia mutante RPM-1, donde
los cuadros amarillos representan los contactos mas probables con el anticuerpo comercial motavizumab y los
rojos, los sitios de menor probabilidad de contacto, debido a que son menos accesibles. En la parte superior
de las secuencias, las letras (H/L) indican el contacto de dicho aminoécido con la cadena pesada o ligera (Ho L
respectivamente, por sus siglas en inglés), en las regiones CDR (hipervariables) de la parte Fab del anticuerpo,
en la parte inferior de las secuencia RPM-1, las letras C representan los aminoécidos cargados, el guion medio
(-) los no cargados, el punto () sobre la secuencia de hMPV indica los que son de la misma carga hOPV y hMPV.
Tomado de Wen et al., 2016.

la proteina G, la respuesta fue menor con respecto a
la que induce h(MPV WT y no indujo anticuerpos
neutralizantes; finalmente, con la proteina SH no
se indujeron anticuerpos neutralizantes®*.

A partir de esto, se han disenado vacunas que
contengan la proteina F de hMPV o un fragmento
de ella, ya sea sola o en compania de su versién en
hOPV, y finalmente una versién quimérica, como
una opcidn de vacuna que confiera proteccién y no
tenga efectos secundarios graves. Por ejemplo, en
un estudio realizado por Wen et al. (2016), dise-
flaron una vacuna quimérica (RPM-1) a partir de
las secuencias de aminodcidos conservadas entre las
proteinas F de hMPV y hOPV (figura 5), capaz
de inducir anticuerpos neutralizantes para ambos
virus, pero segtn los autores, debido a su estructu-
ra tridimensional, mostré menor efectividad para
hMPYV, por lo cual sugieren disefiar otra vacuna que
contenga ambas proteinas F de los 2 virus sin ser
quiméricas, o sea por separado'?. Otro ejemplo de
una investigacién con un enfoque diferente fue el
realizado en Canadd por Skiadopoulos et al. (2004),

donde a partir de 2 aislados clinicos de pacientes
con infeccién por hMPV pertenecientes cada uno
a uno de los linajes de hMPV (A y B), evaluaron en
hdmsteres siberianos si ambas cepas podian proteger
para su linaje o para ambos linajes y obtuvieron que
solo la cepa correspondiente al linaje A protegia para
ambos. Posteriormente introdujeron la secuencia de
la proteina F en el genoma de PIV recombinante y
eliminaron la propia proteina F de PIV; asi se obtuvo
una vacuna que confiere inmunidad para ambos
linajes de hMPV y ademds para PIV'. Sin embar-
go, en otro estudio realizado en Francia, también
utilizaron aislados de ambos linajes de hAMPV para
producir VLP con proteinas F de cada cepa, y se de-
mostrd que estas proteinas F conferfan inmunizacién
cruzada, ademads de la correspondiente a su linaje, por
lo que ellos proponen que esta proteccién se debe a
que dichas proteinas se administraron en su confor-
macién nativa y funcional®. Otro estudio realizado
en Pittsburgh demuestra que no es necesaria toda la
proteina F para poder conferir inmunidad, ya que
con una héptada (HRA-A2) es suficiente en ratones
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Estrategias experimentales de tratamiento contra hMPV

VLP HPMVASH Hamster dorado

Mostré respuesta inmunoldégica,
aunque no lo suficiente para proteger
al espécimen, ademas de que la
delecién en realidad no atenu6 en su
totalidad al virus

Biacchesi et al.,
2004

Cotton rats/

FI-HMPV
macacos

Virus atenuados

Mostraron inducir anticuerpos
neutralizantes en cotton rats, sin
embrago, en macacos fue menos
efectiva

Schuster and
Williams, 2014

VLPs rHPIV-1 Hamster dorado

Cuando se inserté proteina F en el
virus recombinante, la induccién de
anticuerpos fue similar a la inducida
por un hMPV WT, lo cual sugirié
proteccion ante el patégeno, mientras
que cuando se inserto la proteina G

la respuesta fue menor con respecto
ala que induce hMPV WT y no indujo
anticuerpos neutralizantes

Skiadopoulos et
al., 2006

Vacuna RPM-1 Ratones BALB/c

Fue capaz de inducir anticuerpos
neutralizantes para ambos virus,
pero segun los autores, debido a su
estructura tridimensional, con menor
efectividad para hMPV, por lo cual
sugieren disefar otra vacuna con los
mismos epitopos, pero separados

Wen et al., 2016

Proteina F en
una particula
de PIV

Hamster

Proteina N
siberiano

Confirié inmunidad para ambos linajes
de hMPV y ademas para PIV

Skiadopoulos et
al., (2004)

Péptido HRA-A2 BALB/c

Demostré que es capaz de inhibir
la fusion viral en células HEp-2 y la
enfermedad en ratones BALB/c

Deffrasnes et al.,
(2008)

BALB/c: cepa de ratones albinos; FI-hMPV: metapneumovirus inactivados por formaldehido; HPMVASH: metapneumovirus humano con la
proteina SH deletada; HRA-A2: fraccion de la proteina F expresada en bacterias; rHPIV-1: particula recombinante de respirovirus humano -1
(anteriormente parainfluenza virus humano tipo 1); RPM-1: protefna quimérica de proteinas F de hMPV y hOPV; VLP: Particulas similares a

virus (por sus siglas en inglés).

para ser reconocida como un epitopo y obtener in-
munidad®. En la tabla 2 se resumen los tratamientos
mencionados en esta seccién.

Péptidos antivirales

Los péptidos antivirales son una alternativa pro-
filictica y emergente en enfermedades infecciosas
causadas por virus, los cuales tienen el objetivo de
inhibir la infeccién de las células por el virus. Estos
péptidos acttian profildcticamente y, debido a su
tamafio pequefo, no confieren proteccién inmu-
noldgica de memoria, por lo que deben aplicarse
en la mucosa en varias dosis.
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La inhibicién de la fusion virus/célula se puede

lograr ya sea porque el péptido se una al virus y asi
evita que este se una a su receptor en la célula—como
el reportado por Ortega-Berlanga et al. (2016) para
el hOPV, en donde el péptido antiviral RhoA al
unirse a la proteina F de hOPV inhibia la fusién
hOPV/células HEp-2 (36)— o porque el péptido
compita con el receptor celular con el virus, como
el reportado por Deffrasnes et al. (2008). Con la
finalidad de inhibir la fusién del hMPV a sus cé-
lulas blanco se desarrollaron péptidos sintéticos y
recombinantes, basindose en los péptidos HRA y
HRB; en los ensayos de inhibicién realizados en
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cultivos celulares, descubrieron que las héptadas A
recombinantes eran mds efectivas en bajas concen-
traciones en comparacién con las HRB y con las
propias HRA sintéticas. Posteriormente realizaron
retos virus/péptido en ratones BALB/c y reportaron
que el péptido HRA2 (compuesto por 50 aa del
péptido HRA original del virus mds 52aa del pép-
tido pET donde fue clonado) era capaz de inhibir

la fusién y por lo tanto la replicacién viral®.

EIhMPYV es considerado como un virus emergente
responsable de las IRA, principalmente en pacientes
pedidtricos con altos indices de morbimortalidad.
La identificacién de este patdgeno como agente cau-
sal de forma individual o en coinfeccidn, es dificil, a
menos que se cuente con infraestructura y personal
adecuado para su diagndstico utilizando métodos
inmunoldgicos o moleculares, ademds, no existe tra-
tamiento antiviral especifico ni vacunas para la pro-
filaxis aprobado por el sector salud contra h(MPV,
por lo que es un nicho de investigacién adecuado.
Existen varias propuestas de vacunas tales como:
VLPs, Virus atenuados, proteina F y péptidos; los
resultados reportados en modelos animales particu-
larmente con VLPs con la proteina F demostraron
que este tipo de candidato a vacuna, induce los
2 tipos de respuesta Thl y Th2 con una reaccién
inflamatoria leve y debe seguirse trabajando en ella.
No obstante, también se propone el uso de protei-
nas o péptidos profilicticos como HRA-A2 que
al ser una réplica exégena de un fragmento de la
proteina F, puede impedir la infeccién viral, pero
debe suministrarse en varias dosis por aspersién en
mucosa respiratoria.
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