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Resumen

En el presente estudio se buscaron poblaciones heterogéneas en el marcador D151 del
gen de la Neuraminidasa del virus de influenza A H3N2, el cual estd relacionado con la
resistencia antiviral. Se trabajé con cultivos e hisopos nasofaringeos (HNF), a los cuales se
les realizo el proceso de secuenciacion capilar y pirosecuenciacién para detectar si existian
poblaciones heterogéneas en dicho marcador, al obtener las secuencias si se detectaron
las poblaciones en ambas plataformas. Sin embargo al secuenciar las muestras de origen
(HNF), no se detecté ninguna poblacién, con lo cual se puede decir que las poblaciones se
generaron durante el cultivo, ya que finalmente se realizé6 un pase a los cultivos que
presentaron las poblaciones y se secuenciaron, observando que las poblaciones
heterogéneas se conservaban en pases subsecuentes. Como conclusién se pude decir que
las variantes encontradas en el marcador D151 del gen de la neuraminidasa del virus de influenza
H3N2, se generaron durante el cultivo, y asi mismo se conservaron en pases consecutivos, esto es
de suma importancia debido a que las variantes pueden llegar a ser de interés en futuros brotes
estacionales, debido a que éste se encuentra circulado actualmente y por ello esta expuesto a
cambios constantes, por ello es importante y necesario que al marcador se le realice un
monitoreo constante, para saber si la variantes pueden llegar a adquirir resistencia o sensibilidad a

los INAs.



Introduccion.

La infeccion respiratoria aguda es la enfermedad mas frecuente lo largo de toda la vida del
ser humano, con variaciéon en cuanto a su etiologia condicionada, fundamentalmente,

por la edad, las circunstancias medioambientales (Eiros, 2009).

Asi mismo, la enfermedad respiratoria aguda causada por el virus influenza
constituye una de las causas mds comunes de morbilidad y mortalidad asociada a
infecciones. A menudo puede ser el origen de complicaciones que comprometen la vida
del paciente. La Influenza A y B causan un espectro de enfermedad similar, pero los A se
asocian mas frecuentemente con mayor mortalidad. En contraste, influenza C causa

brotes localizados e infecciones mds leves del tracto respiratorio superior (Savy ,1999).

El RNA del virus consiste de 8 segmentos de genoma cubiertos por la nucleocapside,
juntos constituyen la ribonucleoproteina (RNP) y cada segmento codifica para una
proteina funcionalmente importante la Polimerasa B1 (PB1),B2 (PB2), A (PA),
Hemaglutinina (HA), Proteina de la nucleocapside (NP), . Neuraminidasa (NA), Proteina de
la matriz (M) (M1 constituye la matriz) y la Proteina No estructural (NS) (Vega, 2007).

Los virus asociados a la influenza humana son tres ARN virus distinguidos por variaciones
antigénicas en dos proteinas estructurales (la nucleoproteina y la proteina de la matriz).
Con una segmentacion que permite el intercambio de genes entre los virus de la influenza

(Franco, 2006).

Existen varias cepas del virus de influenza A entre ellas estan HIN1, H5N1, H3N2,
ademasde éstas, en el 2009 surgid una nueva cepa del virus denominada A HIN1 pdm, la
cual circulo durante ese afio y parte del 2010, a mitad de éste, la Secretaria de Salud vy la
directora general del Instituto Nacional de Diagndstico y Referencia Epidemiolégica
(INDRE), emitié una alerta en Tabasco por brote de Influenza Estacional H3N2, a partir de
ese momento hasta estos dias sigue circulando en México y en el mundo, la cepa H3N2,

dejando atras la cepa pandémica HIN1.



1. MARCO TEORICO

1.1 Historia

La enfermedad respiratoria aguda conocida ahora como influenza ha afectado a los
humanos desde los tiempos antiguos. La primera pandemia ocurrié en 1580, importante
por su amplia difusidn y gran virulencia, asi como la epidemia de 1918-1919 denominada

“flu espafiola”, término inapropiado que ha persistido hasta estos (Ayora, 1999).

En los afios posteriores a la pandemia de 1918, se han alternado brotes epidémicos
de poca importancia con otros que afectaron a zonas mas extensas del mundo. En 1957
aparecié un nuevo virus gripal en la provincia china de Kwichow que originé la llamada
“gripe asiatica” causada por el virus H2N2, la pandemia mds extensa de que se tenga

registro en la historia de la humanidad.

De manera similar, una nueva cepa pandémica que llegd en 1968, la llamada
influenza de Hong-Kong (Figura 1), contenia un cambio a H3N2 y rdpidamente sustituyd al
virus H2N2 que circuld entre 1957 y 1968. Técnicas seroarqueoldgicas han demostrado
que la cepa de 1890 fue un virus H2N8, la cepa de 1900 fue H3N8, y la cepa de 1918 fue
un virus HIN1, el cual aparecié de nuevo en 1977 y estad aun en circulacién junto con la

cepa H3N2 (Anénimo a, 2009).

La ultima pandemia registrada es la del virus A (HIN1), la cual se detectd por
primera vez en los Estados Unidos en abril de 2009. Este virus fue una combinacién Unica
de genes de virus de la influenza nunca antes identificados en animales o humanos. Los
genes del virus fueron una combinacion de genes estrechamente relacionados con los
virus de la gripe porcina HIN1 de la linea de América del Norte y los virus de la influenza
porcina HIN1 de la linea de Eurasia. Debido a esto, los reportes iniciales hicieron

referencia al virus como virus de influenza de origen porcino (CDC, 2010).



Durante el afo 2010, aumento el niumero de consultas con circulacidn mas
importante de influenza A (H3N2), triplicando al virus HIN1 pandémico, se confirmaron
310 casos de infeccion respiratoria aguda grave (IRAG) por influenza A (HIN1) 2009, sin

embargo, se observo un aumento de casos de IRA grave por influenza A (H3N2), teniendo

en total 868 casos de influenza A (H3N2) (Dabanch, 2011).
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Figura 1. Linea del tiempo del virus de influenza
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1.2 Estructura

El virus estd compuesto por una envoltura cubierta de proyecciones, que recubre una
estructura proteica (nucleocapside) segmentada de simetria helicoidal. La envoltura
presenta dos capas, una externa de naturaleza lipidica, derivada de la membrana
citoplasmica de la célula huésped, y una capa interna, constituida por una proteina de
informacién viral, de bajo peso molecular, que representa el 33% de todas las proteinas y

comunica estabilidad al virion, se le conoce como proteina matrizo M (Anénimo b, 2007).

En la envoltura lipidica se insertan radialmente a modo de proyecciones o espiculas
(Figura 2), las dos glicoproteinas del virus, Existe un espacio entre la envoltura y la capside
viral en donde se encuentra la proteina matriz (M1). El centro viral lo conforma el
complejo de ribonucleoproteina (RNP), que estd compuesto por 8 segmentos de RNA de
cadena sencilla, las proteinas PB1, PB2 y PA: polimerasa bdsica 1, polimerasa basica 2 y

polimerasa acida, respectivamente y la nucleoproteina (NP).

Los segmentos de RNA tienen en sus extremos 5’ y 3’, regiones no traducidas que
son conservadas entre todos los segmentos virales, y que contienen las sefiales de unién
para la polimerasa de ARN del virus, asi como las sefiales necesarias para la encapsidacién
o empaqguetamiento del genoma viral (Arias, 2009). De los 8 segmentos, los 3 mas grandes
contienen los genes que codifican para el complejo polimerasa, responsable de Ia
replicacion y la transcripcion, y formado por PB2, PB1 y PA. Otros dos genes codifican las
proteinas en la envoltura viral, HA y NA, las cuales juegan un rol crucial en la interaccién
entre el virus, la célula hospedera y el sistema inmune del individuo. Dos genes del mismo
segmento codifican a dos proteinas que forman la capside (M1 y M2). Asimismo, se
encuentran otras proteinas, la ribonucleoproteina (RNP), NS1, NS2 y PB-1-F2. Teniendo
como funcidn NS1 y NS2 regular la sintesis de los componentes virales de la célula
infectada, en el caso de PB1-F2, ésta es una proteina proapoptética, sin embargo, no esta

presente en todos los virus Influenza A. Es importante mencionar que la actividad de la
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polimerasa ARN viral es propensa al error. Por ello, la HA estd sujeta a una tasa de
mutaciéon muy alta, estimada en cerca de 2 x 10~ sustituciones de bases por posiciéon por
generacioén viral, o alrededor de una sustitucién de bases en el gen de la HA por

generacion viral (Talledo, 2009).

Canal idnico

Hemaglutinina

¥ . Rbonudeoproteina
(RNP)

" Neuraminidasa

PA: Polimerasa acida
PB1: Folimerasabasica 1
PB2: Polimerasabasica 2.

RNA de polaridad (-)

Figura 2. Estructura y partes que conforman el virus de Influenza.

En humanos, el virus normalmente ingresa al organismo por nariz o boca, e infecta
las células que recubren el tracto respiratorio para iniciar la infeccion; el virus se une a
acidos sidlicos presentes en la superficie de las células.

El acido sidlico es una molécula muy abundante en todas las células, y define el
tropismo particular del virus de influenza debido a la especificidad que tienen diferentes
cepas de virus por diferentes tipos de enlaces del acido sidlico con el azucar que los
precede en la cadena de carbohidratos (Figura 3). Asi, los virus aislados de humanos se
unen preferentemente a acidos sidlicos en umidrb con la galactosa precedente,

mientras que los virus aviares se unen preferentemente a acidos sialicos con unién a2,3.

La afinidad por este tipo de dacidos sidlicos explica en parte la restriccion de

huésped de los virus de influenza. Ademas, es interesante que en las células epiteliales de
[ X N ]
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la traquea de los cerdos existen ambos tipos de enlaces del acido sidlico, lo que favorece
que el cerdo pueda ser naturalmente infectado, por virus porcinos, de origen aviar y
humano, lo que tiene como consecuencia, como se ha mencionado, que en esta especie
animal se puedan generar frecuentemente rearreglos genéticos que dan lugar a virus de

influenza con combinaciones de segmentos génicos de diferentes origenes (Arias, 2009).

OH

b COOr
AcHN - Q/ ~oH
HO OH

Figura 3. Estructura molecular del acido sidlico

Hemaglutinina. Como ya se menciond, esta glicoproteina es una de las proteinas
mayoritarias de la particula viral. Es el principal antigeno de neutralizacidn; es decir, la
mayoria de los anticuerpos producidos en personas infectadas van dirigidos contra esta
proteina y son capaces de neutralizar la infectividad del virus. La hemaglutinina, Promueve
la adsorcidn viral a los receptores celulares de acido sidlico, por lo que determina el rango
de especie, ademads es capaz de aglutinar a los gldbulos rojos o eritrocitos, propiedad que
ha sido utilizada para la clasificacion de los diferentes serotipos de virus (Predari et al.,

2010).

La hemaglutinina se sintetiza como una proteina precursora llamada HAO, que es
cortada por enzimas en una region especifica que contiene un aminoacido bdsico (lisina o
arginina), para producir las proteinas HA1 y HA2, lo que resulta en la activacion de la
infectividad del virus. Se ha observado que, a diferencia de cepas de baja patogenicidad,

las cepas altamente patogénicas tienen no sélo un residuo de lisina o arginina, sino varios



de estos aminoacidos basicos en el sitio de corte, lo que las hace particularmente

susceptibles a ser cortadas y por lo tanto mds infecciosas.

El corte por enzimas es esencial para la infectividad, ya que expone un péptido
hidrofébico en el extremo amino terminal de la proteina HA2 que es responsable de
mediar la fusion de las membranas viral y celular. La hemaglutinina (Figura 4), ademas, es
la principal responsable de la restriccion de huésped, ya que como se menciond
anteriormente, es a través de ésta, que se reconocen los acidos sialicos presentes en la

superficie de la célula y que funcionan como receptores para el virus.

Figura 4. Molécula de la Hemaglutinina.

°
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Neuraminidasa. Por otro lado, la glicoproteina Neuraminidasa es una sialidasa, es
decir, una enzima que corta a la molécula de acido sidlico, cuya funcién es remover los
acidos sidlicos de las glicoproteinas virales de los virus recién sintetizados, y los que estan
presentes en la superficie celular; ello permite la eficiente liberacién del virus y el egreso
viral a la célula, por lo que esta implicada en la transmisibilidad viral (Predari et al., 2010)

(figura 5).

Esta proteina también es necesaria para remover los acidos sialicos de la capa de
mucina que recubre a las células epiteliales, lo que le permite al virus llegar a sus células

blanco.

La inactivacidn de la actividad de la sialidasa, provoca que los virus producidos en
una célula se mantengan unidos a la célula infectada y agregados entre si, lo que inhibe su
diseminacion a otras células. Esta proteina es el blanco de los antivirales oseltamivir
(Tamiflu) y zanamivir (Relenza), ya que son inhibidores especificos de la actividad de la

Neuraminidasa (Arias, 2009).

Figura 5. Molécula de la Neuraminidasa
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1.3 Clasificacion del virus de Influenza

La gripe se considera una enfermedad emergente, por la capacidad que tiene el virus de
influenza A, de variar antigénicamente sus glicoproteinas externas y burlar asi la
inmunidad adquirida por la poblacidn. Esto obedece fundamentalmente a que su acido
nucleico es un ARN segmentado, el cual codifica por una ARN polimerasa que no tiene
funcién de corregir los errores de lectura y, por lo tanto, se produce una alta tasa de
mutaciones. Como ya se menciono, el genoma esta dividido en 8 segmentos con
capacidad de codificar para 10 proteinas virales. Esta caracteristica muy especial le
permite que dos virus diferentes puedan multiplicarse en la misma célula y se mezclen los
segmentos de ARN, dando lugar a variantes con diferente virulencia para una especie
dada.

El virus influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae y se clasifica en los tipos
A, B y C, segun las caracteristicas antigénicas de sus proteinas internas (M y NP), y en
subtipos, segln las caracteristicas antigénicas de sus dos glicoproteinas: la Hemaglutinina

y la Neuraminidasa (Herrero, 2008).

La Influenza A infecta a una amplia variedad de aves y mamiferos y se dividen en
subtipos. Durante el siglo pasado, estos virus causaron tres pandemias, en el caso del virus
de influenza B sélo infectan a humanos y, dado que sdlo existe un subtipo de ellos, tienen
un bajo potencial pandémico, aunque si pueden provocar enfermedades respiratorias
serias. Por su parte, los virus de influenza C infectan a humanos y cerdos, causan

enfermedades respiratorias moderadas y han sido poco estudiados (Arias, 2009).

Los tipos B y C solo infectan a los humanos, pero el tipo A afecta a varias especies:
los humanos, los cerdos, los caballos, las aves de corral, las ballenas, los lobos de mar y
otras. Los diferentes subtipos y variantes son especie especificos, es decir, en general

atacan a una sola especie y produciendo enfermedad respiratoria.
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El virus influenza A codifica 10 proteinas, dos de las cuales son glicoproteinas que
se proyectan a través de la membrana fosfolipidica de la particula viral: la Hemaglutinina
(H) y la Neuraminidasa (N). La proteina M1 es la que le da la estructura a la particula y la
M2 es un canal de protones que sirve para acidificar el virus con el fin de que pueda
desnudarse de su capside y liberar los segmentos de ribonucleoproteina (RNP) para que
vayan al nucleo celular y sean replicados. Posee, ademas, tres proteinas ligadas a la RNP
gue tienen su funcion en la transcripcion y la replicacion del acido nucleico viral. También
contiene dos proteinas no estructurales responsables del proceso de replicacién inicial

(Herrero, 2008).
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1.4 Replicacidon del virus de Influenza

Los virus influenza pueden producir infecciones productivas o no productivas. Las
primeras ocurren cuando el virus se propaga en células permisivas es decir, mucosa
respiratoria, células de rifidn de mono o huevos embrionados. En las infecciones no
productivas, el virus no cumple el ciclo total de replicacién y genera virus incompletos o
particulas virales no infecciosas.

Cuando un virus completo infecta células permisivas, el primer paso es la adsorcién
a la superficie celular. La particula viral se adhiere a receptores celulares que contienen
acido sidlico a través de la HAL. En una segunda etapa ocurre la penetracion del virus a la
célula para lo cual se requiere que la HA sea clivada en HA1 y HA2, y que exista pH 5 para
que la capacidad de fusion sea expresada. El virus se internaliza rdpidamente en el
endosoma, cuando el pH desciende, la HA es clivada exponiendo el péptido de fusién. Se
produce la fusién entre las membranas celular y la membrana viral que se libera de su
envoltura y penetra en el citoplasma, luego se moviliza hasta el nucleo. La sintesis de
ARNm requiere estimulacién previa de la sintesis de ARN de la célula huésped. A
continuaciéon comienza el periodo de eclipse (dos horas), durante el cual no se detecta
virus. Durante esta etapa temprana, el ARNm es transportado al citoplasma donde dirige

la sintesis de proteinas virales.

El ARN complementario sirve como molde para la formacion de ARN gendmico. A
las dos o tres horas post-infeccién se detecta ARN polimerasa dependiente de ARN y NP,
alcanzando su concentracidon maxima a las seis horas de la infeccion. Las glicoproteinas HA
y NA son sintetizadas en el citoplasma sobre la membrana de los polirribosomas, migran
hacia la membrana celular, via reticulo endoplasmico y complejo de Golgi, y al mismo
tiempo se van incorporando las cadenas laterales de los hidratos de carbono. La
nucleocapside viral y la proteina M son formadas sobre polirribosomas libres. Se trasladan

y se ubican en un sector interno de la membrana celular donde se encuentran las
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proteinas especificas virales. No se conoce el proceso por el cual una copia de cada
segmento de ARN se empaqueta en cada particula, es probable que esto sea un evento al
azar.

Los segmentos de membrana celular que contienen las HA y NA envuelven a los
antigenos internos virales y se inicia la brotacion, que progresa hasta que emerge la nueva

particula (Figura 7).

Los residuos de acido sidlico son eliminados de la superficie de la célula huésped por
accion de la NA viral, para prevenir la readsorcion de la progenie viral, y se promueve la
liberacion del virus. La replicacion del virus produce la muerte de la célula infectada

(Mateos, 2006).

Influenza-A Virus Replication Cycle

A, NA

Figura 7. Ciclo de replicacion del virus de Influenza. aacene



1.5 Variacion antigénica

El virus de la influenza no cuenta con mecanismos de correccion de pruebas y reparaciéon
de errores que operan durante la replicacion. Como consecuencia, su composicién
genética cambia conforme se van replicando en el hombre y en los animales, y la cepa
inicial se ve reemplazada por una nueva variante antigénica.

El virus de la gripe, especificamente el virus A, pueden intercambiar o recombinar el
material genético y fusionarse, provocando un cambio antigénico y como consecuencia

conduce a un nuevo subtipo de virus, diferente de los dos procedentes (Anénimo b, 2007).

Los virus de la gripe sufren constantes variaciones en el tipo de proteinas Hy N que
presentan, lo cual les resulta util para escapar a la respuesta inmunitaria de sus huéspedes
(Arias, 2009). Este hecho es mas frecuente para el virus A, con éste fendmeno se puede
explicar porqué la gripe continta siendo una enfermedad epidémica.

Las variaciones antigénicas involucran fundamentalmente a la HA y NA, las variaciones en
la HA son las mas importantes por ser mas frecuentes, sin embargo, los anticuerpos

neutralizantes estdn dirigidos contra estas glicoproteinas.

Se conocen dos tipos de variaciones antigénicas producidas por mecanismos
diferentes y que afectan la HA y NA: 1 variaciones menores o fluctuaciones antigénicas

(drift) y 2 las variaciones mayores (shift).

El virus de la influenza tiene dos mecanismos diferentes de variacién antigénica, lo
que les permite infectar a sus huéspedes en mds de una ocasidon y causarles la

enfermedad, este tipo de variaciones se conocen como deriva y cambio antigénicos.

1.5.1 Variaciones menores: se producen gradualmente cada 2 o 3 anos

dentro de un subtipo de influenza. Cada subtipo se denomina por su HA o NA. Estos

14



cambios son el resultado de la seleccién de mutantes que tienen alteraciones en la
secuencia de aminoacidos de los péptidos de HA o NA, causadas por mutaciones
puntuales en el ARN virales. Estos cambios, aunque menores, son suficientes para no ser
reconocidos por los anticuerpos.

Se produce una seleccién inmunolégica, es decir nuevos virus con poca

variacion antigénica.

1.5.2 Variaciones mayores: han sido descritas solo para influenza A. Son
cambios subitos y dramdticos producidos en los genes que codifican para la HA y NA. Son
virus nuevos para los cuales la poblaciéon no tiene ningun recuerdo inmunoldgico. Estas
son las cepas que causan las mayores pandemias, son ejemplos de ello los cambios de
estructura de HIN1 a H2N2 en 1957 y de H2N2 a H3N2 en 1968. El virus humano influenza
tipo A H1N1 aislado por primera vez en 1933, circuld hasta 1957, afio en que se produjo el
primer cambio mayor detectado en los antigenos de superficie. En 1968 aparece el virus
H3N2 y en 1977 reaparece el HIN1, desde entonces hasta la fecha coexisten cepas de

influenza A HIN1 y H3N2. Hay varias hipdtesis que tratan de explicar estas variaciones:

a) Entrecruzamiento o reordenamiento genético entre virus influenza humana y no
humana, en especial los de origen aviario. Los virus B y C no muestran variaciones, quizas

debido a que existen pocos virus semejantes en animales.

b) Que se hayan acumulado mutaciones puntuales y que en un momento se

manifiesten como variaciones mayores (Mateos, 2006).

1.5.3 La deriva antigénica resulta de los cambios en las proteinas causados
por mutaciones puntuales (cambios en nucleétidos) en los genes. Este tipo de mutaciones
se generan constantemente y se acumulan en los genes de las proteinas H y N, lo que
hace necesario que se cambie la composicion de la vacuna estacional que se fabrica cada

afno.
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1.5.4 Cambio antigénico el cual se ve favorecido por la naturaleza
segmentada del genoma de estos virus. Esta caracteristica del genoma viral facilita que
cuando dos subtipos diferentes de virus infectan a un mismo animal, los genes de ambos
virus puedan mezclarse y producirse asi nuevos virus con combinaciones de proteinas H y

N diferentes a las de los virus originales, esto se puede apreciar en la figura 8.

Se piensa que este tipo de intercambio de genes entre virus de diferentes especies
animales ocurre principalmente en los cerdos, ya que a diferencia de las aves y los
humanos, que generalmente sélo son infectados por virus de influenza A de origen aviar y
humano, respectivamente, los cerdos si se pueden infectar con virus de origen aviar,
humano y, por supuesto, porcino. Asi, cuando un cerdo se infecta al mismo tiempo con
dos virus de diferentes especies, por ejemplo de patos y humanos, se convierte

literalmente en un recipiente de mezclado de genes, en el cual pueden generarse virus

nuevos (Arias, 2009).
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Figura 8. Intercambio de genes entre dos subtipos del virus de Influenza A
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1.6 Infecciones por el virus de Influenza A H3N2

La influenza es una enfermedad que afecta una parte importante de la poblacién
mundial, con epidemias estaciénales, generalmente invernales. El virus gripal de ciertos
subtipos del tipo A, ya sea HIN1, HIN2 o H3N2, circula entre los humanos y provocan

epidemias anuales de gripe.

Durante la temporada de influenza 2010-2011, los virus mas frecuentes en los informes
fueron los de influenza A (H3N2) (CDC, 2011). El nimero de casos de influenza, en el mes de enero
del afio en curso, se incrementd un 25 por ciento y estd dentro de lo esperado, no es como en el
momento de la epidemia, se habla que mas del 90 por ciento de ellos han sido H3N2 (estacional) y

el resto de HIN1.

Es importante mencionar que el virus H3N2 sigue predominando y estd mutando
constantemente, aun sigue circulando aunque de manera menos severa el virus

pandémico A/H1N1.

En el CDC indican también que durante el afio 2007, el contagio humano con un
nuevo virus de influenza A se convirtié en una condicién de declaracién obligatoria a nivel
nacional. Las infecciones con el nuevo virus influenza A incluyen todas las infecciones
humanas con el virus de influenza A que son diferentes de los virus de influenza humana
H1 y H3 que circulan actualmente. Estos virus incluyen aquellos que se clasifican en

subtipo como no humanos en su origen (CDC, 2011).

Debido a que todos los subtipos de Influenza se encuentran en reservorios de aves
acudticas vy silvestres se hace imposible su erradicacion, por ello la prevencién y control
son las Unicas metas realistas. Por lo tanto, si los humanos, cerdos y los pdjaros acudticos
son los principales vectores asociados en la transferencia inter especies de este virus y de
la aparicion de nuevas pandemias humanas, la vigilancia de la gripe en estas especies se

impone (Grill, 2011).
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1.7 Antivirales para el tratamiento de Influenza A

Desde hace algunos afios se dispone de antivirales contra el virus de influenza, la primera
generacion de antivirales fueron los adamantanos, amantadina y rimantadina, los cuales
son activos contra el virus de influenza A, después de éstos, se desarrollaron los
inhibidores de influenza, de los cuales dos se encuentran disponibles actualmente, el
oseltamivir y zanamivir (Bonvehi, 2009, Okomo-Adhiambo, 2010a) sin embargo el
zanamivir, a diferencia de oseltamivir, se le ha recetado con menos frecuencia debido a las
limitaciones actuales de su uso. Estos medicamentos inhiben la enzima neuraminidasa del
virus, una proteina involucrada en la separacién de la particula viral desde la superficie

celular luego del proceso replicativo (Fica, 2001).

El mecanismo de accién de los antivirales contra influenza se lleva a cabo en el
proceso replicativo del virus, y para que éste se lleve a cabo, requiere la accién
fundamental de dos glicoproteinas que se encuentran en su superficie. Una es la HA, la
cual es la responsable de la unién del virus a receptores de las células huésped que
contienen acido sidlico, lo que hace posible la fragmentacion de los residuos de acido

salico terminales de las glucoproteinas (Bonvehi, 2009).

Oseltamivir. Es un antiviral, inhibidor de la neuraminidasa, empleado para el
tratamiento y la prevencién de la gripe. En contraposicién a amantadina y rimantadina
gue poseen actividad frente a influenza A solamente, oseltamivir tiene actividad contra

influenza Ay B.

En los afios 1999 y 2000, la FDA aprobd oseltamivir para el tratamiento y
prevencion de infecciones sin complicaciones debido a virus influenza A o B, en adultos,

adolescentes y nifios mayores de 1 afo.

El tratamiento con oseltamivir debe comenzarse dentro de las 48 horas posteriores

al comienzo de los sintomas gripales, ya que no hay evidencia que avale la eficacia de
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oseltamivir en tratamientos comenzados luego de este periodo. De modo que oseltamivir

no es considerado un sustituto de la vacuna antigripal anual.

Zanamivir. Antiviral, inhibidor de la neuraminidasa, empleado al igual que el
oseltamivir para el tratamiento de la gripe. En 1999 la FDA aprobd zanamivir para el
tratamiento de infecciones sin complicaciones debido a virus influenza A o B. Sin embargo,
hasta el momento zanamivir no tiene aprobacién de la FDA para la prevencién de la gripe.

El zanamivir también tiene actividad contra influenza Ay B.

El tratamiento con zanamivir debe iniciarse dentro de las 48 horas posteriores al
comienzo de los sintomas gripales. La seguridad y eficacia de zanamivir en ninos menores

de 7 afios no ha sido establecida (Caffaratti, 2004).

La funcién de los INAs es bloquear la accién de esta glicoproteina, evitando la
fragmentacion o divisién de uniones de acido sidlico, impidiendo la liberacidon de las
nuevas particulas virales evitando de esta forma, la diseminacion de la infeccidn viral a
otras células del huésped.

Es importante mencionar que la interferencia sobre la funcion de esta enzima
impide la separacidon de la nueva progenie viral desde las células a las cuales estan
adheridas por unién de hemaglutinina viral-acido siadlico de la mucosa y su diseminacion.
Debido a que esta enzima esta presente tanto en el virus influenza A como en el B, estos

inhibidores poseen un amplio espectro de accidn (Fica, 2001).
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1.8 Resistencia Antiviral en H3N2

Al hablar de resistencia antiviral, se hace referencia cuando un virus ha cambiado
de tal manera que el medicamento antiviral es menos eficaz para tratar o prevenir la
enfermedad. Actualmente en Estados Unidos, cuatro medicamentos antivirales estan
aprobados por la FDA para utilizar contra la influenza: amantadina, rimantadina, zanamivir
(Relenza) y oseltamivir (Tamiflu). Los medicamentos adamantanos (amantadina vy
rimantadina) estdn aprobados para la influenza A mientras que los medicamentos
inhibidores de la neuraminidasa (zanamivir y oseltamivir) estdn aprobados para la

influenza Ay B (CDC, 2011).

Existen estudios en los que se ha probado la resistencia o sensibilidad del gen de Ia
Neuraminidasa del virus de influenza, a los medicamentos anteriormente mencionados, a

continuacién se muestran algunos de ellos:

McKimm, y colaboradores en 2003, realizaron un analisis de secuencias de la
neuraminidasa obtenidas de aislamientos clinicos asi como las susceptibilidades de
los virus de la influenza al Oseltamivir y Zanamivir, obteniendo un mayor numero de

variaciones en el residuo D151, tales como G/V/N y E.

En el 2006, Yen et al., realizaron un estudio en el que caracterizaron residuos
conservados de la NA que no se han asociado con la resistencia a los inhibidores de Ia
Neuraminidasa en el subtipo N2. Estudiaron las mutaciones R118K, R371K, E227D, D151E,
R152K, R224K, y E276D.

Sheu et al. en 2008, realizaron una prueba con los inhibidores de la NA,
encontrando en cinco virus de la estacién 2004 a 2007, valores extremos de mutaciones
en residuos conservados del sitio activo de la NA. Asi mismo, en cuatro virus mas de
Influenza A (H3N2) contenian V o A en el residuo 151. De las cuales de D151 con N, G, E, o
V, a excepcion de A, ya fueron previamente reportadas para el tipo Ay B.
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Ramirez, et al. en 2011, analizaron un total de 692 muestras clinicas del virus de
influenza pandémica (H1N1) de pacientes mexicanos (452 sobrenadantes de cultivos
celulares y muestras de hisopado nasofaringeo 199), en donde evaluaron la sensibilidad a
los medicamentos , detectando en una muestra de un nifio tratado con oseltamivir, la
sustitucion H275Y en el gen de la Neuraminidasa, la cual confirio resistencia a oseltamivir

pero sensibles a zanamivir.

Deyde y colaboradores en 2009, realizaron un estudio utilizando el proceso de
pirosecuenciacion para detectar los cambios en D151 en la enzima de la NA, trabajando
con hisopos nasofaringeos y cultivos celulares. Detectando cambios en el marcador

molecular D151.

Makoto, et al. en 2010 trabajaron con secuencia del virus de influenza A (H3N2),
en las que encontraron cambios de aminoacidos en el marcador molecular D151 en el

cultivo celular.

También en el 2010b, Okomo y colaboradores realizaron un analisis con
pirosecuenciacion de la susceptibilidad a los INA’s en virus de influenza A (H3N2)
encontrando que todos los virus A (H3N2) fueron sensibles a oseltamivir. En el analisis de
las secuencias se detecto la presencia de la mutacién D151V. La mayoria de los virus
(H3N2) fueron sensibles a zanamivir. Las mutaciones que se presentaron en las secuencias
fueron D151G y D151D/G. Los datos de secuencia disponibles para nueve de estos virus
se observo la presencia de secuencias de tipo silvestre y mutante en el residuo 151 de la
NA, en 6 aislamientos se encontré la mutacién D151D/G, en 2 se encontré la D151D/N vy

en uno solo se encontré la D151D/A.

Orozovic et al. en 2011 realizaron un estudio en el que investigaron si los

mutantes existentes en la poblacidn silvestre de virus de influenza A son resistentes a los
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inhibidores de la NA. Hicieron un analisis de las mutaciones que estdn relacionadas con la
resistencia a oseltamivir y zanamivir entre ellas la mutacién D151; encontrando que las
secuencias del subtipo N2 de la especie porcina contenian mutantes; especificamente en

el virus H3N2 encontraron siete mutantes.

Existen métodos para probar la resistencia a los inhibidores de la neuraminidasa,
en los que se realizan andlisis de secuencias para identificar cambios en la enzima, sin
embargo el analisis de resistencia a estos nuevos medicamentos se complica mas debido a
la especificidad de los marcadores moleculares que confieren resistencia y ademas por la

relevancia clinica (Deyde, 2010).

La neuraminidasa posee un sitio activo enzimatico que estd dirigido por los
inhibidores. Por lo tanto, los virus con baja sensibilidad a estos medicamentos pueden
surgir como resultado del consumo de éstos y/o por una variacion genética natural en la
NA. La emergencia de la resistencia a los medicamentos se acompafa de un aumento en
la concentracién del farmaco necesaria para inhibir la actividad enzimatica de los

mutantes en comparacion a la necesaria para el virus de tipo wild-type (Sheu, 2008).

Las mutaciones mas comunes que ocurren en el virus de influenza A estacional,
son H274 (N1), E119 (N2), R292 (N2), N294 (N2) y D151 (N1 y N2). (Deyde, 2010). Es
importante mencionar, que los marcadores que confieren resistencia a esta nueva clase
de medicamentos, aun no esta bien definida, y la relevancia clinica de algunas mutaciones
sigue siendo incierta. Cabe mencionar que las mutaciones identificadas en la NA de los
virus en presencia de inhibidores, varia en funcién del tipo antigénico NA/ subtipo y el

medicamento, por esto que el monitoreo a los inhibidores de la NA.
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1.9 Métodos para la deteccion de marcadores moleculares que confieren

resistencia a inhibidores de nuraminidasa.

Los métodos para la identificacidon de resistencia a los antivirales en virus de la
influenza se dividen en genotipicos y fenotipicos (Deyde, 2010); los primeros se basan en
la identificacion de mutaciones (marcadores moleculares) en los genes MA y NA las cuales
confieren resistencia antiviral, en los segundos se detecta la actividad enzimatica en

presencia del inhibidor.

Los métodos genotipicos nos permiten identificar mutaciones o variantes en un
fragmento de cierto gen del virus. La secuencia de estos genes puede usarse como
marcador para resistencia. Dado que los sitios donde se encuentran las mutaciones estan

bien caracterizados, no es necesario secuenciar todo el virus para detectar resistencia.

Estudios recientes han demostrado que mutaciones localizadas a lo largo del sitio
activo en este gen NA pueden alterar la susceptibilidad de los virus a los INA’s. Los
principales marcadores (sustituciones aminoacidicas) asociados a resistencia en el virus

AH3N2 se encuentran ubicados en los sitios E119, D151, R292, N294 del este gen.

Para detectar la presencia de estos marcadores es necesario obtener la secuencia
nucleotidica de un fragmento del Gen NA donde se encuentran localizados estas
marcadores. La principal estrategia para obtener esta secuencia nucleotidica es utilizando
el método de PCR (reaccidon en cadena de la polimerasa) que permite la amplificacién
exponencial de una molécula de ADN (De Necochea, 2004), generando millones de copias
del fragmento de interés, el cual se utiliza como molde para la secuenciacion

automatizada por el método de Sanger mediante una electroforesis capilar.

El método de Sanger se basa en el uso de la ADN polimerasa para sintetizar

cadenas de ADN con una terminacién especifica. Con este método se generan fragmentos
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de ADN de todos los tamafios posibles que se puedan distinguir entre si, por el tipo de

marcaje que llevan o por la incorporacion de un terminador especifico.

También es posible detectar estos marcadores utilizando la plataforma de
pirosecuenciacion, en la cual se realiza el analisis del fragmento especifico donde se
encuentran los marcadores. Esta plataforma es una nueva tecnologia de secuenciacion de
DNA, que se basa en la secuenciacidon por sintesis, acoplando la sintesis de DNA a una
reaccion quimioluminiscente, lo que permite una rapida determinacion de secuencias en

tiempo real.

A raiz de los eventos ocurridos en el 2009 con el ingreso de la Cepa pandémica de
Influenza A H1N1, en el laboratorio de Genoma de Patégenos del InDRE, se han
desarrollado ambas plataformas (Secuenciacion Capilar y Pirosecuenciacién) para la
vigilancia activa de la deteccién de los marcadores moleculares que confieren resistencia

antiviral al virus de la Influenza A (HIN1, HIN1pdm, H3N2 y H5N1).
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2. Justificacion

Nuevas variantes de los virus de influenza resultan por cambios antigénicos debido a
mutaciones puntuales que ocurren durante la replicacion del virus. La capacidad del virus
de la influenza A y B de sufrir cambios antigénicos en la neuraminidasa, da como resultado
la resistencia a los antivirales. Actualmente el virus de Influenza A H3N2 se ha reportado
en mas del 95% de la poblacién como sensible a los inhibidores de la NA (INAs),
oseltamivir y zanamivir, sin embargo no ocurre lo mismo con el virus de Influenza
estacional HIN1, el cual en menos de tres afios el 100% de esta poblacién viral se
convirtié en resistente a los INAs. En el virus de la influenza A H3N2, se han reportado
cuatro cambios en el gen NA que resultan ser resistentes a antivirales tales como R119,
R292K, N294S y D151. Estudios en el laboratorio nos han permitido detectar en
aislamientos virales de Influenza A H3N2 la presencia de mezcla de nucleétidos (G/A) en el
codon que codifica para el marcador D151 del gen NA, implicado en la resistencia
antiviral. Por lo anterior resulta justificado y de gran interés realizar un analisis molecular
del marcador D151 del gen NA del virus de Influenza A H3N2 con la finalidad de
determinar cuales y cuantas variantes se encuentran en este marcador, dilucidar si la
presencia de estas variaciones es por seleccién de estas o por nueva generacién durante
el cultivo celular y finalmente sin las variantes detectadas son capaces de prevalecer

después someter al virus a un nuevo pase celular.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Caracterizar molecularmente el marcador D151 del gen que codifica a la Neuraminidasa

del virus de Influenza A H3N2 el cual esta implicado en la resistencia antiviral

3.2 Objetivos Particulares

Determinar las diferentes poblaciones heterogéneas en el marcador D151 del gen NA de

extractos de RNA provenientes de sobrenadante de cultivo celular infectado con el virus

de influenza H3N2 mediante secuenciacion capilar

Verificar la presencia de las poblaciones heterogéneas detectadas capilarmente por

medio de la plataforma de pirosecuenciacion.
Conocer si las poblaciones heterogéneas se seleccionan o se generan durante el proceso
de infeccion en cultivo celular mediante la deteccidn de estas poblaciones en las muestras

que dan origen a los cultivos celulares (HNF)

Comprobar si las variantes en el marcador D151 de la NA se mantienen presentes durante

pases consecutivos de los cultivos celulares.
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4. Material y Métodos

El ARN del virus de Influenza A H3N2 utilizado se obtuvo de muestras clinicas (hisopos) y
cultivos celulares por parte del laboratorio de Genoma de Patdgenos del Instituto de
Diagnostico y Referencia Epidemioldgica (InDRE). Se realiz6 extracciéon por medio del

Robot MagNa Pure LC 2.0 System y el estuche Total Nucleic Acid Isolation Kit de Roche.
4.1 RT-PCR. Para el proceso fue necesario realizar una mezcla de reaccion para el
numero de muestras a trabajar segun el siguiente protocolo (considerando también los

controles positivo y negativo).

Tabla 1. Reactivos de mezcla de reaccion utilizada para el RT-PCR

Reactivo pl/rxn
Agua PCR 5
Buffer 5x 12.5
Iniciador F (10pmol /) 1
Iniciador R (10pmol/pl) 1
RT/Tag mix 5

Al tener la mezcla de reaccién se colocd 20ul de ésta mas 5ul del extracto de ARN en el
tubo eppendorf correspondiente, en seguida se colocaron cada una de la muestras en el

termociclador GeneAmp PCR System 9700 de Applied Biosystems y se inici6 el proceso.

4.2 Cuantificacion. Al terminar el PCR se cuantificaron los productos obtenidos en

un DNA Chip en el Bioanalyzer Agilent Technologies, obteniendo su tamafio y la

concentracion.
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4.3 Secuenciacion. Después de haber cuantificado cada uno de los productos, se
les realizo secuenciacidon capilar, iniciando con el proceso de purificacién enzimatica
(ExoSAP-IT) de productos de PCR. Por cada 5ul de producto de PCR se agregd 0.5 ul de la
ExoSAP-IT, se incubd a 37°C por 15 minutos y 15 minutos mas se inactivo la enzima a 80°C

como se muestra en la siguiente figura.

_80.0°C
. 15~ ;
37.0°C N__10.0°C

Figura 12. Protocolo para purificacién enzimatica.

El siguiente proceso es la reaccién de secuencia, ésta es una variante del método de
Sanger o también conocido como método terminal, donde los dideoxiterminales estan
marcados cada uno con un fluorocromo diferente, los cuales emiten fluorescencia a
diferentes longitudes de onda, que permiten diferenciar cada base nucleotidica terminal.

En la reaccidon de secuencia se agregd a cada tubo la siguiente mezcla con los siguientes

reactivos:

Tabla 2. Mezcla de reaccion utilizada en la purificacion enzimatica.

Reactivo cantidad
Terminator Ready Reaction Mix (BigDye 3.1v) 3pl
Primer (3.3 pmol/pl) 1ul
Buffer de Sequenciacion 5x 2pl
DNA molde (templado) 50-100 ng
DNA de cadena sencilla
DNA de doble cadena 200-500 ng
Producto de PCR {100-» 2000 pb) 1-100 ng
H20 grado biologia molecular Ajustara 20pl
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Finalmente se colocaron los tubos en un termociclador y llevar a cabo la reaccién de

secuenciacion por 40 ciclos de acuerdo a las siguientes condiciones:

40 Ciclos
96°C 60°C
L /o a00 N\
\ 50°C / . 110°%€
0:05 o

Figural3. Protocolo utilizado para la reaccion de secuencia.

El siguiente paso para la secuenciacidn capilar es la purificacidon por placa de 96 pozos
CentriSep, en donde se centrifugd una placa de 96 pozos a 3000 rpm durante 3 minutos,
para eliminar el liquido de hidratacion, después se colocaron cada una de las muestras en
el centro del pozo correspondiente y nuevamente se centrifugo a 3000 rpm durante 3
minutos, una vez transcurridos los minutos necesarios, se sello la placa una septa de 96
pozos y se colocd en el termociclador durante 5 minutos a 95°C, para abrir cadenas,
después de los 5 minutos, se coloco la placa en hielo por 2 minutos, para mantener las
cadenas abiertas, posteriormente se colocé la placa en el secuenciador 3130xL y se inicid
la corrida. Finalmente, se obtienen los electroferogramas del software del equipo, para su

posterior edicién.
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4.4 Pirosecuenciacion. El proceso se inicid con la preparacién de un amplicon
biotinilado (templado) por medio de RT-PCR, usando el kit Invitrogen Superscript Ill One
step RT-PCR HiFi Taqg system a partir de un extracto de RNA del virus de influenza H3N2. Al
obtener el templado se verificd la banda esperada en un gel de agarosa al 2% (E-Gel).

Para el proceso de prirosecuenciacidon fue necesario preparar una solucion de Binding
Buffer y perlas (sefarosa y estreptavidina) se alicuotaron 60ul de éstay 20 ul del producto
de PCR en una placa de PCR 96. En seguida se colocd la placa en el vortex, minimo durante
15 minutos

Del mismo modo se preparo y el Annealing Buffer con el primer de secuencia, y se
alicuoto 40 pl en una placa PSQ.

El proceso continuo en el work station, en él se colocaron bandejas de plastico con etanol,
solucion de desnaturalizacién, buffer de lavado 1x y agua desionizada.

Al finalizar el tiempo requerido en el vortex se colocé la placa en el work station al igual
que la placa PSQ. En seguida se colocé el prep tool en la placa de PCR, que con ayuda de
una bomba se captaron las perlas con el amplicon unido. Con la bomba aun encendida, se
transfirio el prep tool a la bandeja donde estd el etanol, la solucién de desnaturalizacién,
el buffer de lavado 1x y el agua desionhizada. Después se coloco en la placa y si se movid
en forma circulatoria dentro de la placa para liberar las perlas con el templado.

Se colocd la placa (PSQ96) en el soporte para el termobloque durante 4 minutos,
transcurridos los 4 minutos, se quitd el soporte del temobloque y se dejo enfriar por 10
minutos, finalmente se quito la placa del soporte y se dejo enfriar por 4 minutos mas,
para terminar la reaccién de alineacién.

En seguida, se reconstituyo la enzima (E) y el sustrato (S) con agua Milli Q. Para el analisis
de 96 muestras, se agregaron 600Ul de E y S, y 400 pl de dNTPs, en el pozo
correspondiente del cartridge. Finalmete se colocd la placa PSQ96 del templado (DNA) y el
primer de secuencia asi como el cartridge en el PyroMark ™ ID y seincio la corrida. Al

finalizar la corrida, se recolectaron los datos del software.
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5. Resultados y Discusion

Se realizé un RT-PCR al extracto de RNA proveniente de sobrenadante celular de 50
cultivos infectados con el virus de influenza H3N2 utilizando los iniciadores 333 Forward (Fw) y 914
Reverse (Rv). Se obtuvo un amplicon de 582 pb correspondiente a un fragmento del gen que
codifica para la Neuraminidasa (NA) del virus de influenza H3N2, dénde se encuentran ubicados
los marcadores que confieren resistencia a oseltamivir (E119, R292K, N294S y D151). Los

Productos se verificaron y se cuantificaron en el sistema Agilent 2100 en un DNA CHIP 1500.

[tes] [tea]
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Figura 14. Verificacion y cuantificacion del producto de PCR donde se muestra la banda
esperada de 582pb.

Después de haber cuantificado los productos de PCR, se realizé la secuenciacién capilar,
con los iniciadores 151Fw y 151 Rv. Los electroferogramas obtenidos nos indican que 32
secuencias (64%) presentaron el codén GAT (“wild type”) el cual codifica para acido aspartico (D)
en la posicién 151 (D151) indicando con ello que estos aislados son sensibles a los INAs. Por otra
parte, se encontrd la presencia de poblaciones heterogéneas (A/G = R) en este coddn en los 18
cultivos restantes (figura 15). Lo anterior se muestra cuando en un electroferograma se observan
dos o mas picos de diferentes nucleétidos en la misma posicién, en este caso, donde los
nucledtidos presentes en la misma posicion son Adenia (A) y Guanina (G), se denominan con la

letra “R” de acuerdo con la nomenclatura oficial para las bases degeneradas.
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Figura 15. Electroferogramas de la secuencia de un fragmento del gen NA del Virus de
Influenza A H3N2. a) Secuencia “wild type” donde se observa el coddn GAT presente en 32
cultivos, b) Variante A, donde se observa la presencia de poblaciones heterogéneas en el
2do nucledtido del coddn GAT (GRT); c) Variante B presentando cambio en el ler nucledtido
del coddn GAT (RAT), y c¢) Variante C que muestra doble cambio en el 1ro y el 2do
nucledtido del coddon GAT (RRT).
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A continuacion se muestra la lista de cultivos que presentaron las tres variantes con presencia de

poblaciones heterogéneas, asi como el cambio de aminoacidos que presenté en el residuo D151.

Tabla 3. Listado de cultivos que presentan poblaciones heterogéneas

Cultivo Codon 151 Variante Sustitucién
32 cultivos GAT Wild Type D151
4226
5189
4619
4668
5505

4537 D151

GRT Variante A
4671 D151G

4674
4680
4686
4810
4538
4907

RAT Variabnte B
4264 D151N

4835

4553 RRT Variante C D151
4780 D151G/N/S

El analisis molecular confirmatorio para la busqueda de marcadores moleculares que confieren
resistencia antiviral para el virus de la Influenza se realizan utilizando la plataforma de
pirosecuencia con el sistema BIOTAGE de acuerdo a los protocolos establecidos por los CDC. Con la
finalidad de verificar la presencia de las poblaciones heterogéneas de los cultivos observadas en
electroforesis capilar, se confirmé la presencia de éstas mediante el proceso de pirosecuenciaciéon

con el sistema PyroMark Q96 ID.

Se obtuvo la pirosecuiencia de tres cultivos representativos de las variantes GRT y RAT (4226
(GRT), 5189(GRT) y 7042 (RAT).
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En la pirosecuencia obtenida del cultivo 4226 se observa la presencia de una doble Guanina (G)
indicada con el nimero 2 por encima de la letra G; una de estas bases corresponde al primer
nucledtido del coddn 151 y la otra corresponde a la segunda posicion de este coddn, en mezcla
con la Adenina (A), obteniéndose entonces las dos poblaciones nucleotidicas en las segunda
posicién del coddn de interés “GRT”, comparado con la pirosecuencia obtenida de la cepa “wild

Type” la cual no presenta la doble “G” . Figura 16.

Referencia GAT Cultivo problema 4226
(“wild type”) poblacion heterogénea “GRT”
_ 2

G G T (I; T
Y - . ] i . A - ] A.. f
d N eyt a Tk .,.,_'_J'-_ " -mnl‘ e ";'\‘M'\
et A &t A &t A T & ¢ A 1

Resultadodel pirograma:G TG AT Resultadodel pirograma:GTGGAT

GT |G| A Referencia “wild type” = GAT
GT |G|GA Problema GG/AT =GRT

Figura 16. Pirogramas obtenidos de un cultivo “wild type” y del cultivo problema 4226.

En la figura 17 se observa el cultivo 5189, que coincide con el cultivo 4226, ya que también se
observa la presencia de una doble Guanina (G) indicada con el nimero 2 por encima de la letra G;
una de estas bases corresponde al primer nucledtido del codén 151 y la otra corresponde a la
segunda posicidon de este coddn, en mezcla con la Adenina (A), obteniéndose entonces las dos
poblaciones nucleotidicas en las segunda posicion del coddn de interés “GRT”, comparado con la

pirosecuencia obtenida de la cepa “wild Type” la cual no presenta la doble “G” . Figura 17.
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Referencia GAT Cultivo problema 5189
(“wild type”) poblacién heterogénea “GRT”
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G
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Resultadodel pirograma:GTGAT Resultadodel pirograma:GTGGAT
GT |G T Referencia “wild type” = GAT
GT |G IGAT Problema GG/AT =GRT

Figura 17. Pirograma de cultivo “wild type” comparado con el cultivo problema 5189.

Por otro lado en el cultivo 7042 se observa la presencia de una doble Adenina (A) indicada con el
numero 2 por encima de la letra A; una de estas bases corresponde al primer nucledtido del coddn
151 y la otra corresponde a la segunda posicion de este codén, en mezcla con la Guanina (G),
obteniéndose entonces las dos poblaciones nucleotidicas en las segunda posicion del codén de
interés “GRT”, comparado con la pirosecuencia obtenida de la cepa “wild Type” la cual no

presenta la doble “A” . Figura 18.

Referencia GAT Cultivo problema 7042
(“wild type”) poblacion heterogénea “GRT”

2
G
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Resultadodel pirograma:GTGAT Resultadodel pirograma:GTGAAT
GT |G T Referencia “wild type” = GAT
GT |G AAJT Problema AA/T =GRT

Figura 18. Pirograma de cultivo “wild type” comparado con el cultivo problema 5189.
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Debido a que las secuencias presentaron poblaciones heterogéneas, nos dimos a la tarea de
investigar si las muestras iniciales, que dan origen a los cultivos, presentaban las poblaciones
heterogéneas por lo tanto se trabajé con las muestras de hisopo nasofaringeo de las 18 muestras
que presentaron estas poblaciones o variantes, y se realizd nuevamente el proceso de

secuenciacion.

A continuacidon se muestran los electroferogramas de los cultivos y sus muestras de origen, en
ellas se puede observar claramente que en los hisopos no hay poblacién heterogénea en el

marcador D151 (GAT).

C G TG A TAG G

Figura 19. a) Muestra de origen (4226) sin cambio, b) Cultivo (4226) presentando el cambio
GRT

C GTG 4 TA G G

Figura 20. a) Muestra de origen (5189) sin cambio, b) Cultivo (5189) mostrando cambio (GRT)
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Figura 21. a) Hisopo en el que no se detecta ningin cambio, b) Cultivo 4780 las poblaciones
heterogéneas.

Con los resultados obtenidos de los hisopos nasofaringeos se verific6 que el cambio o las
poblaciones heterogéneas no eran de origen, con lo que se puede pensar que las poblaciones
probablemente se estan generando en los cultivos, esto se puede comparar y explicar con lo
reportado por McKimm, et al. en 2003, los cuales realizaron un andlisis de secuencias de la
neuraminidasa obtenidas de aislamientos clinicos asi como las susceptibilidades de los virus de la
influenza al Oseltamivir y Zanamivir, obteniendo un mayor nimero de variaciones en el residuo
D151, tales como G/V/N y E, en la cual se coincide con el cultivo 5189 (Figura 20) que presenta un
cambio de aminoacido, obteniendo la variacién D151G. Los cambios de aminodcidos en D151 por
NoEenHIN1yA,G,E, NoV enH3N2, han sido reportados que muestran una baja sensibilidad

los inhibidores de la Neuraminidasa.

Siete aflos mas tarde, Makoto, et al. trabajaron con secuencia del virus de influenza A (H3N2), en
la que encontraron cambios de aminoacidos en la posicién D151/ A, G, E, N o V en el cultivo
celular. Makoto y colaboradores sugieren que estos cambios se deben a que el cultivo celular

juega un posible rol en la seleccion de la variante D151.
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Es importante mencionar que las mutaciones en el residuo D151 que han sido previamente
detectadas en el virus influenza A, exhiben una disminucién en la sensibilidad a los inhibidores de
la NA, oseltamivir y zanamivir. En el afio 2009, Deyde y colaboradores, realizaron un estudio
utilizando el proceso de pirosecuenciacién para detectar los cambios en D151 en la enzima de la
NA. Coincidiendo con sus resultados ya que solo detectaron cambios de (D151E) en los cultivos,
mientras que en las muestras que dan origen a los cultivos no las detectaron. Deyde y
colaboradores sugieren que esto se debe a un posible rol del cultivo celular en la seleccién de

variantes de la NA, las cuales pueden alterar la susceptibilidad a los inhibidores de la NA.

Un afio mas tarde, Okomo et al. realizaron un analisis con pirosecuenciacion de la susceptibilidad
a los IN en virus de influenza A (H3N2) encontrando que todos los virus A (H3N2) fueron sensibles
a oseltamivir. En el analisis de las secuencias se detectd la presencia de la mutacién D151V. La
mayoria de los virus (H3N2) fueron sensibles a zanamivir. Las mutaciones que se presentaron en
las secuencias fueron D151G y D151D/G. Los datos de secuencia disponibles para nueve de estos
virus se observd la presencia de secuencias de tipo wild type y mutante en el residuo 151 de la
NA, en 6 aislamientos se encontré la mutacion D151D/G, en 2 se encontré la D151D/N y en uno
solo se encontré la D151D/A. Okomo y colaboradores hacen referencia a que las mutaciones en el
residuo D151 de la NA estan asociados con la sensibilidad reducida a zanamivir en A (H3N2) sin
embargo, afirman que los cambios en el D151 son normalmente derivados de los cultivos celulares
y que no estan presentes en las muestras clinicas, esto ayuda a explicar y a comparar el porqué las
poblaciones heterogéneas solo se presentan en los cultivos, nuevamente se coincide con los

autores, ya que en las muestras de origen que se trabajaron aqui, no se encontrd ningin cambio.

38



Al obtener los resultados de las muestras de origen, no se detecto ningiin cambio, por lo tanto se
realizé un segundo pase a los 18 cultivos que presentaron las poblaciones. Obteniendo como

resultado nuevamente la presencia de poblaciones heterogéneas en el pase subsecuente.

ceHldrRlYa c¢ € ¢ olelrltla ¢ &

Figura 22. Comparacion de a) cultivo con el b) segundo pase, en donde se muestra que las
poblaciones se mantienen.

Figura 23. Comparacion de a) cultivo (4780) con el b) segundo pase, en nuevamente se
presentan las poblaciones heterogéneas.

En el 2011, Orozovic et al., realizaron un estudio en el que investigaron si los mutantes existentes
en la poblacién wild type de virus de influenza A son resistentes a los inhibidores de la NA.
Hicieron un andlisis de las mutaciones que estan relacionadas con la resistencia a oseltamivir y
zanamivir entre ellas la mutacién D151; encontrando que las secuencias del subtipo N2 de la

especie porcina contenian mutantes; especificamente en el virus H3N2 encontraron siete
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mutantes. Los autores explican que la variante D151 en el gen de la NA del virus de influenza A de
la especie aviar, no es parte de una variacion natural, sin embargo, este evento se puede dar
debido a una presién de seleccidon. De acuerdo a esto, se puede pensar que las poblaciones
heterogéneas que se muestran en los electroferogramas tanto de los cultivos iniciales como en los

pases puedan ser efecto de una presidn de seleccién.

Sin embargo, Yen et al. en 2006, realizaron un estudio en el que caracterizaron residuos
conservados de la NA que no se han asociado con la resistencia a los inhibidores de Ia
Neuraminidasa en el subtipo N2. Entre ellos el residuo D151E, reportando que éste, cuenta con
variaciones naturales (G / V / N / E) las cuales se han identificado en el subtipo N1 y N2, asi como
en el virus influenza B con una gran escala de susceptibilidad a los INA, lo que sugiere que el
residuo D151 puede no ser tan conservado como se pensaba anteriormente. En cuanto a la
sensibilidad a los INA y la actividad de la NA, se observé que el residuo D151 reduce la sensibilidad

al oseltamivir, finalmente los autores indican que el residuo D151 es una variacidn natural.

Un estudio de mutagénesis, la mutacién D151E en la N2 de la NA reduce la sensibilidad a
oseltamivir. Con esto es evidente, que se necesitan mas estudios para asegurar el posible efecto
del cambio en la posicién 151 en la susceptibilidad in vivo. Sin evidencia de la emergencia de
mutaciones en la posicion 151 en pacientes tratados, sin sustituciones en la posicién 151 no se

puede clasificar como resistente a los INA (Sheu, 2008).

Es importante mencionar que el disefio de los inhibidores de la NA estd basado en la estructura
conservada del sitio activo de la NA. Estos inhibidores, como se menciono anteriormente,
interrumpen el ciclo de replicacion del virus evitando la liberacidn del virus a la célula infectada y
puede interferir con la iniciacion de la infeccién, ademds de que las mutaciones en las zonas
conservadas no sélo determinan una disminucién de su actividad catalitica, sino que ademas, y es
un factor que hay que tener en cuenta, modifican el equilibrio o balance funcional entre la
neuraminidasa y la hemaglutinina en el proceso de la replicacion viral. Asi mismo, los inhibidores
interactian con multiples residuos, los cuales interactian bajo presion selectiva; en el sitio activo
de la NA, es por esto que es de gran importancia detectar si los cambios que se han encontrado en
estas muestras son reales o no. Para ello se puede emplear la secuenciacién masiva paralela, en la

que se secuencian genomas completos y puede ayudar a detectar la presencia de cuasiespecies.
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6. Conclusiones

e Mediante la secuenciacién capilar se logré determinar tres variantes que es presentan
poblaciones heterogéneas en el codén D151 del gen NA extractos de RNA provenientes de
sobrenadante de cultivo celular infectado con el virus de influenza H3N2: A)GRT B)RAT

C)RRT

e Con la plataforma de pirosecuenciacién se verificé la presencia de cada una de las
poblaciones heterogéneas detectadas en el marcador D151 del gen NA mediante

secuenciacién capilar.

e Se observd y se verificd por secuenciacidn capilar, que las poblaciones heterogéneas se
generaron durante el proceso de infeccidn en cultivo celular ya que en las secuencias de

las muestras de origen (HNF) éstas no se presentaron.

e Finalmente se pudo comprobar mediante secuencia capilar que las variantes en el
marcador D151 de la NA se mantuvieron en los pases consecutivos de los cultivos

celulares.

e La variantes encontradas en el marcador D151 del gen de la neuraminidasa del virus de
influenza H3N2, pueden llegar a ser de interés en futuros brotes estacidénales, debido a
gue éste se encuentra circulado actualmente y por ello esta expuesto a cambios
constantes, por ello es importante y necesario que al marcador se le realice un monitoreo
constante, para saber si la variantes pueden llegar a adquirir resistencia o sensibilidad a

los INAs.
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Prospectivas

Seria conveniente realizar un anadlisis del gen de la neuraminidasa del virus de la influenza H3N2,
mediante pirosecuenciacion masiva paralela para detectar la presencia de poblaciones
heterogéneas o cuasiespecies, y de ser asi determinar si éstas confieren o no resistencia a los INAs,

asi como pruebas fenotipicas para determinar si estas afectan o no al virus.
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