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RESUMEN

ORNELAS EUSEBIO ERIKA. Andlisis in silico de la Hemoaglutinina y Neuraminidasa
del virus de Influenza subtipo H4N2 (bajo la direccién de: MVZ, Dr. Gary Garcia Espinosa).

A finales de la temporada migratoria de patos silvestres en el afio 2011, en el Estado de
México, se aislo un virus de influenza tipo A (VIA) a partir de agua que fue identificado como
Alambiente/México/2011 (H4N2) por el laboratorio de la CPA. ElI VIA H4N2 es uno de los
subtipos con mayor prevalencia en patos silvestres de América del Norte y en raras ocasiones
también puede presentarse en pollos, pavos y psitacidos. Este subtipo es considerado de baja
virulencia y no es de notificacion obligatoria. Las aves acuaticas silvestres de los drdenes
Anseriformes y Charadriiformes se consideran el principal reservorio de los VIA y su
comportamiento migratorio es considerado un mecanismo de diseminacion.

El objetivo de este trabajo fue determinar el linaje genético, la potencial patogenicidad e
identificar posibles mutaciones asociadas a resistencia contra antivirales del virus
Alambiente/México/2011 (H4N2), a través del analisis in silico de la Hemoaglutinina vy
Neuraminidasa.

Para realizar el andlisis filogenético, se incluyeron secuencias del VIA subtipo H4N2
aislados en América del Norte y en Europa, Asia y Oceania; se construy6 un dendrograma para la
HA vy otro para la NA, con el algoritmo Neighbor-Joining. Se utilizaron herramientas de
bioinformatica para traducir las secuencias e identificar en la HA el sitio de corte, los sitios de
glicosilacion, el sitio de union a receptores, y en la NA, el dominio hidrofébico, asi como alguna
mutacion asociada a resistencia contra antivirales. Se obtuvieron los modelos tridimensionales de la
HA y NA, para identificar en ellos las regiones sefialadas y se compararon con modelos de virus de
alta patogenicidad.

El andlisis filogenético indica que el virus estudiado estd mas cercanamente relacionado con
los virus de América del Norte y mas alejado del linaje Euroasiatico. Debido a las caracteristicas del
sitio de corte, de los sitios de glicosilacion de la HA y del dominio hidrofébico de la NA, el virus
presenta un fenotipo de baja virulencia y no presenta ninguna mutacién asociada a resistencia contra

antivirales.

Palabras clave: andlisis in silico, virus de influenza, hemoaglutinina, neuraminidasa, H4N2.
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I. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas del virus de Influenza y su genoma

El agente etioldgico de la enfermedad de Influenza Aviar esta clasificado de
acuerdo al Comité Internacional en Taxonomia de los Virus (ICTV por sus siglas en
inglés), en su reporte de 2011, dentro de la familia Orthomyxoviridae la que incluye 5
géneros, de los cuales uno corresponde a Influenzavirus tipo A, * mismo que se subdivide
en subtipos de acuerdo a la naturaleza antigénica de sus glicoproteinas de membrana
principales: la Hemoaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA), que se proyectan desde la
superficie del virion y que son codificadas por los segmentos del genoma viral 4 y 6
respectivamente.’? Actualmente se reconocen 16 alelos que codifican para la HA (H1-
H16) y 9 alelos que codifican para la NA (N1-N9), * recientemente se identificd un
novedoso virus de influenza tipo A en murcielagos proveniente de Guatemala, dando lugar
al subtipo H17N10. *

El virus de Influenza A mide entre 80 a 120 nm, tiene forma esferica, pleomérfica o
filamentosa que incluso llega a medir 300 nm de longitud. Su estructura externa se
caracteriza por tener una membrana fosfolipidica donde se insertan tres proteinas virales:
las glicoproteinas HA, NA y en menor proporcion la proteina transmembranal M2,
mientras que en la parte interna se encuentra una capa de la proteina M1 que encierra al
acido nucleico asociado a la Nucleoproteina (NP), asi como el resto de las proteinas que se
encuentran en menor cantidad. >°

El genoma del virus esta formado por una cadena de ARN de polaridad negativa
que esta dividida en 8 segmentos que varian en longitud desde 890 nucledtidos (nt) hasta

2,350 nt aproximadamente. En total, el genoma consiste en alrededor de 13,600 nt que
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codifican para 11 proteinas virales, ** de las cuales 9 son constitutivas o estructurales del
virus, y son: el complejo de polimerasas virales, constituido por la proteina PB2 codificada
por el segmento 1, la proteina PB1 y en ocasiones la PB1-F2, ® ambas codificadas por el
segmento 2 y la proteina PA codificada por el segmento 3; la glicoproteina Hemoaglutinina
codificada por el segmento 4, la Nucleoproteina (NP) que es la mayor proteina estructural
del virus codificada por el segmento 5, la glicoproteina Neuraminidasa codificada por el
segmento 6 y las proteinas de Matriz M1 y M2 codificadas por el segmento 7; finalmente

las dos proteinas no estructurales (NS1 y NS2) que son codificadas por el segmento 8. 2°

1.2 Ecologia del virus: las aves acuaticas como reservorios y su participacion

como transmisoras del virus de Influenza Aviar

El rango completo de hospedadores del virus de Influenza Aviar ain no se conoce
en su totalidad, con base a numerosos estudios y muestreos se ha determinado que al menos
105 especies de las mas de 9,000 conocidas albergan al virus, ° sin embargo, hay dos
ordenes de aves, reservorios naturales de todos los virus de Influenza tipo A: el orden
Anseriformes (patos, gansos y cisnes) y el orden Charadriiformes (gaviotas, vuelvepiedras,
charranes). >®

El primer reporte de infeccion por el virus de Influenza en aves acuaticas silvestres
data de 1961, ’ el siguiente hallazgo proviene de un monitoreo serolégico desde 1968 hasta
1972, en el que se encontraron anticuerpos en 21 especies de aves silvestres en diferentes
regiones geogréficas, ° lo anterior confirma que las aves silvestres estan continuamente
expuestas al virus y sugiere su participacion potencial como reservorios. Actualmente, esta

hipdtesis ha sido corroborada por los humerosos estudios a través del tiempo en los que se
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han aislado todos los subtipos conocidos del virus de Influenza A, a partir de aves silvestres
pertenecientes, en su mayorfa, a los érdenes Anseriformes y Charadriiformes. °

La transmisién del virus de Influenza Aviar entre poblaciones de aves silvestres es
horizontal a través de la ruta fecal-oral, involucrando agua contaminada con el virus dentro
de sus habitats. En los patos, la replicacion ocurre de manera primaria en el tracto intestinal
con una alta concentracion de particulas virales infectantes excretadas en heces, que puede
durar hasta 28 dias pos-infeccion; © no obstante, la persistencia de este es extremadamente
limitada, en general, los virus de Influenza Aviar son estables a un pH entre 7.4 a 8.2, a
baja temperatura (< 17°C) y con una concentracion de sales inversamente proporcional a su
presencia.®

Se ha demostrado que la prevalencia del virus en las aves acuaticas en el norte de
Estados Unidos y sur de Canadd, incrementa durante el otofio alcanzando el 30%,
principalmente en aves juveniles pertenecientes a la subfamilia Anatinae, tales como el pato
de collar (Anas platyrhynchos), el pato golondrino (Anas acuta) y las cercetas (Anas
discors, Anas crecca, entre otras), mientras que ocurre una menor incidencia de infecciones
en el orden Charadriiformes. °

Auln no esté claro como el virus de Influenza se mantiene durante un afio en la
naturaleza, sin embargo la evidencia encontrada en estudios realizados en anatidos y sus
habitats sugiere que el mantenimiento del virus estd basado en la combinacion de dos
factores: la trasmision horizontal de manera directa por contacto ave a ave y la persistencia
del virus en el ambiente.®® Teniendo en cuenta el comportamiento migratorio de algunas
especies de aves acuaticas y la ecologia del virus, se puede explicar el ciclo de trasmision

del virus de la siguiente forma (figura 1):
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El virus de Influenza A es mantenido y transmitido entre multiples especies y
poblaciones de aves que comparten el mismo habitat.

El comportamiento migratorio de las aves de norte a sur al inicio del otofio conlleva el
movimiento del virus con ellas y por lo tanto contribuyen al ciclo de transmision dentro
del continente.

El virus es transmitido de las aves migratorias a las aves residentes debido a la
interaccion entre ellas, y puesto que la transmision de los virus de Influenza aviar es
dependiente de la ruta fecal-oral, se ha propuesto que esto conlleva a la contaminacion
de cuerpos de agua y en algunos casos dependiendo de las condiciones hidrologicas, a
la persistencia del virus en el ambiente.

Al regresar a su habitat de crianza al inicio de la primavera, las aves migratorias
transportan al virus de sur a norte, aunque se ha visto que la prevalencia de la infeccion

en estas aves por el virus en esta temporada del afio puede ser tan baja como 1 0 2 %.%®

Habitat durante la reproduccién

ElvirusdelAes
mantenm ytransmitido

Movimiento del virus
durante la migracional
Movimiento del virus iniciodel atofio
durante lamigradonde |
regreso al habitat de
crignzaalinciodela
primavera

'/

’El:imsenmwo por

é y aves migrtorias ¥
mantenido en las aves

i’ residentes
Habitat durante el invierne

Figura 1. Ciclo de transmisidn del virus de Influenza Aviar entre las poblaciones de
aves acuaticas silvestres. [Imagen del autor]
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América del Norte cuenta con una gran cantidad de aves migratorias y residentes,
entre las que destacan por su importancia econdomica y el nimero de individuos las
pertenecientes a la familia Anatidae, de las cuales, se estima que entre el 7 y el 17% arriba a
México durante su migracion al inicio del periodo invernal, mezclandose con las
poblaciones de anatidos residentes que permanecen relativamente constantes a lo largo del
afio.’

En México, la distribucion de las aves acuaticas depende de las caracteristicas,
calidad y extension de los humedales, por lo que se tienen areas que albergan bajas y altas
concentraciones de ejemplares. Se calcula que de los 28 humedales prioritarios para
México, 7 estan ubicados en la region del Altiplano mexicano, y que en conjunto estos
humedales albergan al 10.7% de las aves migratorias; con una distribucion aproximada de
27% de pato golondrino (Anas acuta), 25% de pato calvo (Anas americana), 20% de
cerceta de alas verdes (Anas crecca), 11% de pato cuchardn (Anas clypeata), 7% de cerceta
alas azules (Anas discors), 7% de pato mexicano (Anas platyrhynchos diazi) y finalmente el
3% de pato pinto (Anas strepera); ° siendo éstas, algunas de las especies de patos en donde

mas se han aislado y posteriormente secuenciado los virus de Influenza tipo A alrededor del

mundo.

1.3 Implicacion del virus en salud publica y en avicultura

La mayoria de las infecciones por el virus de Influenza Aviar no presentan
signologia o resultan en una enfermedad localizada en el tracto respiratorio y digestivo de
las aves, *° lo cual sugiere que son ocasionadas por cepas de baja patogenicidad que han

coevolucionado con sus hospedadores. Sin embargo, ocasionalmente virus altamente
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virulentos que provocan una enfermedad aguda y sistémica, con altos rangos de mortalidad,
aparecen en la naturaleza y causan brotes severos pero auto-limitantes y que provocan
grandes pérdidas para la avicultura. >*°

Historicamente sélo los subtipos H5 y H7 han ocasionado brotes de Influenza Aviar
de alta patogenicidad en aves domésticas, sin embargo la mayoria de los virus H5 0 H7 son
considerados no patogénicos, a pesar de ello, y debido a la constante variacion en su
patogenicidad muchos paises han establecido lineamientos para el control de infecciones en
aves domésticas ocasionadas por estos subtipos, asi como su reporte obligatorio. °

De acuerdo a la Organizacion Mundial de Sanidad Animal, en su capitulo 10.4 del
Caodigo Sanitario para los Animales Terrestres, la influenza aviar de declaracion obligatoria
es una infeccion de las aves de corral causada por cualquiera de los virus de influenza aviar
de tipo A perteneciente a los subtipos H5 o H7 o por cualquiera de los virus de influenza
aviar con un indice de patogenicidad intravenosa (IP1V) superior a 1.2 (0 que cause
mortalidad en al menos el 75% de los casos). **

También es importante determinar el potencial de patogenicidad de los virus H5 y
H7 mediante la secuenciacion de los aminoacidos presentes en el sitio de corte, tal y como
se demostrod en el brote de Influenza Aviar ocurrido entre 1983 y 1984 en aves domésticas
en Pennsylvania y estados circundantes, en los que al analizar aislamientos de alta y baja
patogenicidad derivados del brote se muestra que ambos virus tienen perfiles de
aminodacidos basicos en el sitio de corte de la Hemaglutinina; no obstante una mutacién en
los virus considerados de baja patogenicidad fue la responsable en el cambio de
patogenicidad, que resulté en la pérdida de una cadena lateral de carbohidratos cerca del

sitio de corte (haciendo mas accesible el sitio a endoproteasas intracelulares). *°
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Por otro lado, se ha demostrado que los virus de Influenza Aviar pueden infectar y
replicarse en una amplia variedad de especies incluyendo: pollos, pavos, cerdos, caballos,
humanos y en una gran variedad de otras especies de aves y mamiferos; sin embargo, la
cantidad de virus requerida para infectar al hospedador tiene variaciones dependiendo del
grado de adaptacién al hospedador. Cuando el virus comienza a adaptarse al nuevo
hospedador, es menos probable que se replique en el hospedador original y si el virus
circula el tiempo suficiente en este nuevo hospedador, se genera un nuevo linaje. °

La regla general de que el virus de influenza adaptado al hospedador se queda
dentro de una misma especie 0 especies relacionadas tiene sus excepciones, como claros
ejemplos estan el subtipo HIN1 original de cerdos que constantemente cruza la barrera de
especie a pavos Yy recientemente en 2009 a humanos, originando una pandemia, que de
acuerdo a un comunicado de la OMS-OPS del 4 de mayo de 2009, 20 paises habian
notificado oficialmente 985 casos de infeccion por el virus, 590 de los cuales habian sido
notificados y confirmados en México, 25 de ellos mortales; ** asimismo los subtipos H5N1,
H7N7, H7N3 y HIN2 provenientes de aves domésticas han sido considerados como

patdgenos zoondticos pero con un riesgo considerado bajo. °

1.4 Aspectos evolutivos del virus de Influenza Aviar

Los virus ARN constituyen las entidades bioldgicas con la mayor tasa de mutacion,
caracteristica que se cree ha evolucionado como parte natural de su ciclo de replicacién, lo
que le permite evadir la respuesta inmune de su hospedador o bien adaptarse de forma mas
rapida a este. ? Esta es la razén por la que los virus de Influenza tipo A han sido capaces de

adaptarse y circular en muchas especies de mamiferos y aves. Esta tasa de mutacion se
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atribuye al complejo de ARN polimerasas virales, que son propensas a errores debido a que
no tienen actividad exonucleasa, es decir no corrigen errores al momento de copiar las
secuencias de nuclettidos, a diferencia de las ADN polimerasas. Este proceso de
produccion de errores origina la continua obtencién de poblaciones de quasiespecies de
virus ARN que nunca serdn genéticamente homogéneas y que son seleccionadas de la
poblacién mayoritaria por alguna presion ambiental selectiva. ***

Otro factor importante inherente a la evolucion del virus, ademas de la mutacion es
la recombinacién genética, que consiste en la produccién de nuevas combinaciones de
secuencias de nucledtidos resultado de un intercambio fisico del material genético. '* Para
ambos casos, se han reportado previamente virus de Influenza Aviar en los que una
mutacion incrementa su virulencia, como fue el caso de los aislamientos
A/Chicken/Pennsylvania/83 (H5N2), A/Chicken/Mexico/94 (H5N2),
A/Chicken/Netherlands/2003 (H7N7) y A/Chicken/Canada/2004 (H7N3), **> o bien,
mediante recombinacion intragénica cuando ocurre una co-infeccion de diferentes subtipos;
por ejemplo, el subtipo H5N1 en Asia, 0 el HIN1 en América del Norte. *®

La evolucion del virus en los 6rdenes de aves Anseriformes y Charadriiformes
parece ser lenta con respecto a la ocurrida en aves domésticas, seres humanos y otros
mamiferos, manteniendo sus genes muy conservados a nivel de aminoacidos, asimismo
mediante numerosos estudios filogenéticos se puede apreciar una clara separacion entre los
virus aislados de Europa, Asia, Africa y Australia, que juntos conforman el linaje
Euroasiatico, de aquellos virus aislados en América del Norte y América del Sur que
conforman el linaje Americano; sin embargo, existe la excepcién donde un virus puede

compartir material genético entre continentes o regiones geograficas diferentes. *°
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1.5 La Hemoaglutinina y la Neuraminidasa

Las proteinas de mayor interés y objeto de numerosas investigaciones han sido la
HA y la NA, la primera por su utilidad en estudios filogenéticos, diagndstico, desarrollo de
vacunas y determinacién de virulencia y patogenicidad, mientras que la segunda proteina
tiene especial interés para el desarrollo de fa&rmacos antivirales, asi como también para
estudios filogenéticos.

La HA es la proteina que tiene la funcion de unir la particula viral a los receptores
de &cido sidlico en la superficie de las células, siendo la responsable de la penetracion y
liberacion de la nucleocapside viral al citoplasma celular, por otro lado, la Neuraminidasa
tiene la actividad de remover el acido sialico de los receptores celulares para que los nuevos
viriones producidos no formen agregados en la superficie de la célula y puedan ser
liberados ademas de removerlo también de la HA para que los viriones no se agreguen
entre ellos; ambas son proteinas especificas de cada subtipo y funcionan como los
principales determinantes antigénicos para los cuales los anticuerpos neutralizantes son
producidos. %°

La HA es sintetizada inicialmente como un polipéptido precursor llamado HA,,
asociada de forma no covalente como un homotrimero. Esta HA( precursora es cortada en
una Arginina (R) conservada para dar origen a dos subunidades: HA; y HA,, ambas estan
unidas por medio de un sélo enlace disulfuro. !’ Este corte es necesario para la infectividad
debido a que activa el potencial de fusion de la membrana viral en la HA, esencialmente
debido a que el corte en la HA, precursora libera el extremo hidrofébico amino terminal

(NH2) de la subunidad HA,, el cual durante la fusion es insertado en la membrana de la
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célula infectada y de esta forma la molécula puede modificarse estructuralmente debido al
pH 4cido presente dentro de los endosomas. *°

Aungue la patogenicidad es una propiedad del virus que esta determinada por varios
genes ademas de factores externos, se ha demostrado que los virus de Influenza Aviar
considerados de baja patogenicidad poseen solamente un aminoacido basico, como
Arginina (R) o Lisina (K), como péptido de fusion e incluso algtn otro en la posicién -3 o -
4 en el sitio de corte, mientras que multiples aminoacidos basicos en este sitio de la HA,
que cabe destacar, es una region altamente conservada, es considerado un determinante
universal de patogenicidad viral, * esto es debido a que aumenta la superficie del sitio de
corte, haciéndolo més susceptible a proteasas intracelulares. 1% 8

La Neuraminidasa es una enzima con actividad hidrolasa, esta asociada como un
homotetrdmero y cada subunidad esta conformada por un dominio enzimaticamente y
antigenicamente activo semejante a una “cabeza”, ademéas de otro dominio hidrofébico,
semejante a un “tallo”, que se encuentra embebido en la membrana viral y que separa la
“cabeza” de la membrana. ? Se sabe poco de la funcién biolégica del dominio hidrofébico,
con base a estudios previos se ha podido determinar que tiene gran influencia en la

replicacion del virus in vivo, en la adaptabilidad a diferentes hospedadores, en la eficiencia

de la actividad enzimatica e incluso en la virulencia. %°

1.6 Mutaciones
Se ha estimado que la frecuencia de mutacion de las proteinas HA y NA es

alrededor del 1% anual y toma alrededor de 2 a 5 afios alcanzar diferencias detectables en
pruebas seroldgicas de laboratorio, como inhibicion de la hemoaglutinacion. *° Es

importante que se interprete de manera cautelosa la presencia de estas mutaciones como
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determinantes definitivos de virulencia para humanos, aves u otras especies, ya que las
cepas altamente patogénicas que han evolucionado a partir de las consideradas de baja
patogenicidad no siempre contienen todos los marcadores de patogenicidad identificados,
mientras que algunas cepas de baja patogenicidad si los poseen, por lo que no hay en todos
los casos una correlacion entre los marcadores y el grado de patogenicidad. * *°

Se ha determinado que los aminoécidos presentes en determinadas posiciones en la
HA, permiten el reconocimiento de los receptores de &acido sialico en diferentes
hospedadores; la presencia de un aminoacido, por ejemplo, Glutamina (GIn) en
determinada posicion confiere preferencia a los receptores en aves, mientras que Leucina
(Leu) en la misma posicion confiere el reconocimiento a los receptores de acido sialico en
humanos. * %

Es importante determinar qué aminodacidos estan presentes en dichas posiciones ya
que son los que originan la especificidad de union hacia receptores de acido sialico en las
células del epitelio respiratorio en mamiferos, o bien en aves, y asi poder evaluar la posible
transmisidn entre especies.

En cuanto la otra glicoproteina de superficie, la Neuraminidasa (NA), se han
reportado mutaciones especificas para cada subtipo de NA que confieren resistencia a
antivirales durante pases in vitro del virus o en aislamientos de casos clinicos. Ejemplos de
estas mutaciones son: sustituciones en determinados aminoacidos (las cuales varian en
frecuencia de acuerdo al subtipo) que confieren resistencia a los farmacos inhibidores de la

NA como Oseltamivir, Peramivir, 0 Zanamivir.
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1.7 Analisis in silico de secuencias

El término in silico, es un término moderno que se refiere a la experimentacion
realizada a través de una computadora; especificamente implica el uso de herramientas de
bioinformética para unir el campo de la biologia, las matematicas y la informética para de
esta forma desarrollar y mejorar métodos de anélisis, almacenamiento, modelado e
integracion de la informacién. " En afios recientes, el campo de la toxicologia,
farmacologia y biologia molecular in silico ha crecido rapidamente.

El uso de herramientas de bioinformatica para el analisis de secuencias de
nucledtidos o de aminoacidos, involucra: el estudio de su posible funcion, estructura, origen
filogenético, tiempo de divergencia evolutiva, identificacion de mutaciones puntuales,
caracterizacion de los marcos de lectura abiertos, traduccion de nucleotidos, hallazgo de las
modificaciones postraduccionales, prediccion de su estructura tridimensional, asi como de
sus epitopos inmunogénicos, entre otras aplicaciones. ™

El andlisis in silico define el uso de esta informacion para la creacion de modelos
computacionales o simulaciones que pueden ser usados para hacer predicciones en el

campo de la medicina, terapéutica, anélisis de riesgo y epidemiologfa. "
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I1. JUSTIFICACION

En 2006 se aislo por primera vez en México un virus de influenza aviar en aves
acuaticas migratorias que correspondié al subtipo H7N3, filogenéticamente relacionado con
los virus aviares de Estados Unidos. #* Posteriormente, en el afio 2008, se logré el
aislamiento de otro virus de influenza a través de patos centinelas. % Para el afio 2009, se
detect6 por RT-PCR 4 virus de influenza aviar en aves acuaticas migratorias en el Estado
de Sonora, que correspondieron a 3 diferentes subtipos de Hemoaglutininas: 2 virus H5, 1
virus H6 y 1 virus H9; en los que se encontr6 que los subtipos H5 y H6 estan
filogenéticamente relacionados con el linaje de América del Norte, mientras que el virus del
subtipo H9 lo estd con el linaje de Europa y Asia, lo cual demuestra la introduccion de
diferentes grupos genéticos virales a México muy probablemente a través de las rutas
migratorias de la costa del Pacifico.

A finales de la temporada migratoria de patos silvestres de 2011, en el Estado de
México, se aislé un virus de influenza tipo A, a partir de agua >*, que fue confirmado por la
Comisién Mexico-Estados Unidos para la Prevencion de la Fiebre Aftosa y Otras
Enfermedades Exdticas de los Animales (CPA) como perteneciente al subtipo H4N2, sin
embargo, se desconoce si también estd relacionado filogenéticamente con los virus de
América del Norte.

Es por ello que en este trabajo se recurre a herramientas de bioinformatica para
determinar  las  relaciones  filogenéticas  del  virus identificado  como
Alambiente/Meéxico/2011 (H4N2), ademas de marcadores moleculares de virulencia y

resistencia a farmacos antivirales.
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I11. HIPOTESIS

Con base a estudios filogenéticos realizados con anterioridad de virus de Influenza
Aviar en el continente, el virus A/ambiente/México/2011(H4N2) estd relacionado
filogenéticamente con los virus aislados a partir de aves silvestres de América del Norte vy,
dado el subtipo, presenta caracteristicas de un virus de Influenza de baja patogenicidad, a

través del anélisis in silico de la hemoaglutinina y neuraminidasa.

V. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar las relaciones filogenéticas y la presencia de marcadores moleculares de
virulencia 'y resistencia a los farmacos antivirales del virus de Influenza
Alambiente/México/2011 (H4N2), a través del anélisis de la Hemoaglutinina y Neuraminidasa,

utilizando herramientas de bioinformatica.
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Objetivos Particulares

Editar las secuencias de nucledtidos de los segmentos 4 y 6 del virus
Alambiente/México/2011(H4N2).

Comparar las secuencias nucleotidicas de dichos segmentos gendmicos con las
secuencias disponibles en la base de datos del GenBank.

Realizar un analisis filogenético del virus A/ambiente/México/2011(H4N2) con las
secuencias nucleotidicas de los segmentos 4 y 6, que corresponden a la HA y la NA.
Traducir las secuencias de nucleotidos para analizar los marcadores de virulencia y
resistencia a farmacos antivirales en la HA y NA, respectivamente, mediante el uso de
herramientas de bioinformatica.

Obtener los modelos tridimensionales de la HA 'y NA para identificar en ellos los sitios
de glicosilacidn, el sitio de corte, el sitio de unidn a receptores en el primero y la region

del “tallo” en el segundo.
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V MATERIAL Y METODOS

5.1 Virus

Como parte del proyecto de maestria “Condiciones hidroldgicas in situ de un bordo
con aves acuaticas migratorias durante el aislamiento del virus de Influenza tipo A” * del
bidlogo Alejandro Obregon Ascencio, el 28 de febrero de 2011, se colecté una muestra de
agua superficial del humedal llamado Bordo las Maravillas, perteneciente a la cuenca
Lerma-Chapala-Santiago, ubicado al Noroeste del Estado de México. La muestra fue
identificada como positiva a la prueba de hemoaglutinacion en el Laboratorio de
Ecomedicina Aviar de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.
Posteriormente, la muestra positiva fue enviada al laboratorio de la Comision México-
Estados Unidos para la Prevencion de la Fiebre Aftosa y Otras Enfermedades Exdticas de
los Animales (CPA), donde fue identificado como virus de Influenza

Alambiente/Mexico/2011(H4AN2).

5.1.1 Obtencion de las secuencias nucleotidicas de la Hemoaglutinina (HA) y

Neuraminidasa (NA)

La secuenciacion de nucleotidos de los segmentos gendmicos 4 y 6 que codifican
para dos glicoproteinas de superficie del virus: la hemoaglutinina (HA) y la neuraminidasa
(NA), respectivamente, fue realizada en el Laboratorio de Ecomedicina Aviar-UNAM.

Estas secuencias se utilizaron en este estudio para realizar un analisis in silico.

5.2 Secuencias similares

Se realizaron alineamientos pareados multiples utilizando el programa disponible en

linea BLAST (http://blast.nchi.nlm.nih.gov), % para comparar las secuencias nucleotidicas
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de los segmentos 4 y 6 del virus Alambiente/México/2011 (H4N2) con aquellas disponibles
en el banco de genes del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por

sus siglas en inglés).

5.3 Secuencias utilizadas para el analisis filogenético

Para realizar el analisis filogenético se seleccionaron 36 secuencias del segmento 4
y 34 secuencias del segmento 6 del virus de Influenza Aviar subtipo H4N2 a partir del
banco de genes del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). ?° Las secuencias
corresponden a aislamientos virales realizados a partir de aves en América del Norte,
Europa, Asia u Oceania y se incluyeron todas aquellas con el 100% del marco abierto de
lectura y sin espacios dentro de la secuencia. Todas son del subtipo H4N2 con excepcion de
la secuencia de subtipo mixto que se incluyo en el analisis del segmento 6. Enelanexo 1y
2 estan enlistados los virus cuyas secuencias nucleotidicas fueron utilizadas, con niUmero de

acceso, longitud, hospedero, pais, ciudad y fecha de aislamiento (desde 1976 hasta 2009).

5.4 Anélisis filogenético

Se realizaron alineamientos de las secuencias nucleotidicas obtenidas del banco de
genes para los dos segmentos analizados y se incluyeron en ellos las secuencias gendmicas
de los segmentos 4 y 6 que corresponden al virus A/ambiente/México/2011(H4N2),
utilizando el método de alineamiento progresivo de Clustal W. A continuacion, se
calcularon el niumero de cambios y, con el modelo Kimura dos parametros, las distancias
genéticas que hay entre los dos grupos de secuencias que corresponden al analisis de los

dos segmentos genémicos, con el programa MEGA version 5.05. ?’
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En base a las distancias genéticas obtenidas, se construyeron los 2 dendrogramas: 1
para el segmento 4 y otro para el segmento 6 con el algoritmo Neighbor-Joining empleando
el programa MEGA versi6n 5.05. 2" Las estimaciones de la significancia estadistica de la
filogenia se calcularon mediante el método de 1000 réplicas.

A partir de cada arbol filogenético se definieron grupos de acuerdo a los nodos
observados en la topologia, los grupos corresponden a las regiones geograficas y afios de
aislamiento de los virus. Se calcularon las distancias genéticas entre grupos y dentro de los

grupos utilizando el programa MEGA versién 5.05. %

5.5 Traduccion de las secuencias

Se tradujeron las secuencias de nucledtidos a aminoacidos de los segmentos 4 y 6
del virus A/ambiente/México/2011(H4N2) y de aquellas utilizadas para hacer el analisis
filogenético, utilizando el programa en linea EXPASY que pertenece al Instituto Suizo de

Bioinformatica. 28

5.6 Identificacion del sitio de corte

Para la identificacion del sitio de corte dado por una Arginina o Lisina, que es la
region blanco del corte proteolitico, se empled el Servidor de Prediccion ProP 1.0 del
Centro para el Andlisis de Secuencias Bioldgicas (CBS) de la Universidad Técnica de

Dinamarca. 2% %°

5.7 ldentificacion de los sitios de glicosilacion y del sitio de union a receptores

Se utilizé el servidor NetNGlyc 1.0 del CBS *!, para identificar los sitios de

glicosilacion asociados a Asparagina en la Hemoaglutinina, asumiendo que la cadena de
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oligosacéridos es adicionada a la Asparagina (N) cuando ocurre N-X-[T/S], en donde X
puede ser cualquier aminoacido excepto Prolina (P). *
Se identifico el sitio de union a receptores de acuerdo al descrito por Bateman et al.

y Glaser et al., %%

asi como la presencia de alguna mutacion en esta region que modifique
el reconocimiento de los receptores en diferentes hospedadores, mediante el alineamiento
de las secuencias de aminoacidos de los virus utilizados para el andlisis filogenético con el

programa MEGA version 5.05. %

5.8 Reconocimiento del dominio hidrofobico en la NA

Para identificar deleciones de al menos 10 aminoacidos en el dominio hidrofébico
conocido como region tallo de la Neuraminidasa, la cual comienza en el residuo 36 y
termina con una Cistefna (Cys= C) altamente conservada en la posicién 92, * se alineé y
comparo la secuencia de aminoacidos de la NA del virus A/ambiente/México/2011(H4N2)
con la del virus A/chicken/Queretaro/14588-19(H5N2), con numero de acceso ABI85130
en el banco de genes del NCBI; este virus es considerado altamente virulento para las aves
comerciales y se demostré en un estudio previo que presenta una delecion de 20

aminodcidos en dicha region de la NA.

5.9 Identificacion de mutaciones asociadas a resistencia contra farmacos

inhibidores de Neuraminidasa

Se determind en la NA del virus A/ambiente/México/2011 (H4N2), mediante el
alineamiento de las secuencias de aminoacidos con el programa MEGA versién 5.05, la

presencia de mutaciones previamente reportadas que confieran resistencia a antivirales.
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Con base en estudios anteriores, se han descrito 19 mutaciones que confieren resistencia a
farmacos conocidos como inhibidores de Neuraminidasa: 9 mutaciones hacia Oseltamivir
(V116A, 1117V, E119V, D198N, 1222V, H274Y, R292K, N294S y 1314V) y 10 hacia
Zanamivir (V116A, R118K, E119G/A/D, Q136K, D151E/G/N, R152K, R224K, E276D,

R292K y R371K). 3"

5.10 Modelos tridimensionales de las proteinas HA y NA

La prediccion de las estructuras tridimensionales de las proteinas Hemoaglutinina y
Neuraminidasa del virus A/ambiente/Meéxico/2011 (H4N2), se realizO mediante la
herramienta de modelado automatico del programa en linea Swiss-Model del Instituto
Suizo de Bioinforméatica, ** a partir de modelos depositados en el banco de proteinas (PDB,
por sus siglas en inglés). ** Adicionalmente, se predijo la estructura tridimensional de la
HA del virus A/chicken/Netherlands/03010132/03 (H7N7) ** de alta patogenicidad para

compararla con la del virus A/ambiente/México/2011(H4NZ2).

Se utiliz6 el programa PyMOL * para marcar en los modelos: el sitio de corte, el
péptido conector, los sitios de glicosilacién y los sitios de unidn a receptores en el modelo

de la HA, asi como el dominio hidrofébico conocido como tallo en el modelo de la NA.
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VI RESULTADOS

6.1 Secuencias similares

Al realizar alineamientos maltiples pareados con el programa BLAST del segmento
genomico 4 del virus Alambiente/México/2011 (H4N2), se encontrd un 97% de identidad
con el virus A/pekin duck/California/P30/2006 (H4N2), con nimero de acceso CY053821

en el banco de genes.

El resto de las 99 de 100 secuencias desplegadas corresponden al subtipo H4,
mostrando una similitud con el segmento 4 del virus A/ambiente/México/2011 (H4N2) que
esta entre 85 y 87%. Todas ellas pertenecen a aislamientos realizados en América del Norte
entre los afios de 1975 y 2007, a partir de aves acuaticas silvestres, pavos (Meleagris

gallopavo) y pollos domesticos (Gallus gallus) y de muestras ambientales (Cuadro 1).

La mayoria de las secuencias, asi como las que presentan un porcentaje mayor de
similitud, obtenidas al hacer la comparacion de la secuencia del segmento 4 del virus
Alambiente/Mexico/2011 (H4N2) con aquellas secuencias del banco de genes, mediante el
programa BLAST, corresponden a virus aislados a partir de aves del orden Anseriformes,
como se muestra en la figura 1, dentro del cual destaca el pato de collar (Anas
platyrhynchos), y en segundo lugar la cerceta alas azules (Anas discors).

Cuadro 1. Porcentaje de identidad nucleétido-nucledtido obtenido al hacer
alineamientos pareados utilizando el programa BLAST, con la secuencia del segmento
4 del virus Alambiente/México/2011 (H4N2) y las secuencias disponibles en el banco
de genes. En las columnas se muestra: el linaje al que pertenecen los virus, el subtipo del virus, la

especie de la cual provino el aislamiento, el afio de aislamiento y entre paréntesis el nimero de virus
cuyas secuencias son similares por especie sumando un total de 100.
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Linaje | Subtipo Especie Anios de aislamiento | d:/r(:tidc? ad
Anas platyrhynchos domesticus 2006 (1) 97%
Anas platyrhynchos 1976, 1979, 1(%5;4-1989‘ 20021 694 - 87%
HAND Anas discors 1979 (2) 86% - 87%
Anas acuta 1979 (1) 86%
Anas crecca 1986 (1) 86%
Meleagris gallopavo 1980 (2) 86%
Anas platyrhynchos domesticus 1976 (1) 87%
Anas platyrhynchos 1550, 2000, 20082008 g%’ 85% - 87%
_ Anas discors 1965199, 190, 1906, 2009 |y g
2 Anas rubripes 2006 (1) 86%
{E N Anas acuta 1985, 1996, 2001 (3) 85%- 86%
é Arenaria interpres 1985, 1988, 2008 (5) 86%
5 Aythya collaris 2007 (1) 85%
o
8 Ambiente 2006 (1) 86%
:%ﬁ/ Anas platyrhynchos 1992, 2002, 2006 (5) 85% - 86%
‘S ) Anas discors 2007 (4) 85% - 86%
zZ Mixto
— Anas crecca 2007 (1) 85%
-‘E Anas rubripes 2002 (1) 86%
D Anas platyrhynchos domesticus 1980 (1) 86%
S: Anas platyrhynchos 1977, 1982, 1986, 1999 (4) 86%
HAN8 Anas acuta 1977 (1) 87%
Anas rubripes 2002 (1) 86%
Gallus gallus 1975, 2005 (3) 86%
Anas discors 1990 (1) 86%
H4N3
Anas acuta 1982 (1) 86%
H4N5 Anas discors 1990 (1) 87%
H4N1 Anas platyrhynchos 1977 (1) 87%
H4N4 Anas platyrhynchos 1983 (1) 86%
H4N9 Anas platyrhynchos 1986 (1) 86%
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a) Porcentaje de Similitud por especie

Gallus gallus

Galliformes | |
Meleagris gallopavo

Ambiente

Charadriiformes Arenaria interpres |

e Aythya collaris

Anas rubripes

Anas crecca
Anseriformes Anas acuta
Anas discors

Anas platyrhynchos

@nas platyrhynchos dom.

75%  80%  85%  90%  95%  100%
b) NUmero de secuencias similares por especie

® Anas platyrhynchos dom.
m Anas platyrhynchos
m Anas discors
= Anas acuta
= Anas crecca
= Anas rubripes
Aythya collaris
= Arenaria interpres
Ambiente
Meleagris gallopavo

Gallus gallus

Figura 2. Porcentaje de similitud (a) y nimero de secuencias similares (b) por especie
al comparar la secuencia del segmento 4 del virus Alambiente/México/2011 (H4N2)
con aquellas disponibles en el banco de genes, utilizando el programa BLAST. La
secuencia con el mayor porcentaje de similitud proviene de un virus aislado a partir de un pato
domestico (Anas platyrhynchos domesticus), y el mayor nimero de secuencias similares a la del
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segmento 4 del virus analizado lo tiene el pato de collar (Anas platyrhynchos), con 51 de las 100
secuencias reportadas en el analisis con BLAST.

De la misma forma que con la secuencia del segmento 4, al analizar la secuencia del
segmento 6 del virus A/ambiente/México/2011 (H4N2) con el programa BLAST, se
encontrd que 94 secuencias provienen de aislamientos realizados en América del Norte y 6
provienen de Europa, Asia u Oceania. EI mayor porcentaje de similitud lo tiene el virus
A/mallard/Mississippi/407/2010 de subtipo mixto (nimero de acceso CY097754), con 99%
de identidad; y en segundo lugar, con 98% de similitud, estd el virus A/pekin

duck/California/P30/2006 (H4N2), con nimero de acceso CY 053823 (Cuadro 2).

Respecto a las 92 de las 94 secuencias similares restantes provenientes de América
del Norte, 71 corresponden a virus aislados a partir de aves del orden Anseriformes (dentro
del cual destaca en frecuencia y porcentaje de similitud el pato de collar), 16 a aves del
orden Galliformes, 2 a aves del orden Charadriiformes, 1 a un ave del orden Gruiformes, 1
a un ave sin identificar y por ultimo, 1 a una muestra ambiental, como se muestra en la

figura 2.

Las 6 secuencias provenientes de virus aislados a partir de aves en Europa, Asia u
Oceania, tienen un porcentaje de similitud que va del 90% al 91% respecto a la secuencia
del segmento 6 del virus A/lambiente/Meéxico/2011 (H4N2). Nuevamente el pato de collar
(con 4 de estas 6 secuencias ) alcanza el mayor porcentaje de similitud; otra secuencia
pertenece a un virus aislado de un fumarel cariblanco (Chlidonias hybridus) del orden
Charadriiformes, y la Gltima secuencia proviene de un virus aislado de un cerdo doméstico

en Corea del Sur con una similitud del 91%.
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Cuadro 2. Porcentaje de identidad nucleétido-nucledtido obtenido al hacer
alineamientos pareados utilizando el programa BLAST, con la secuencia del segmento
6 del virus A/ambiente/México/2011 (H4N2) y las secuencias disponibles en el banco

de genes. En las columnas se muestra: el linaje al que pertenecen los virus, el subtipo del virus, la
especie de la cual provino el aislamiento, el afio de aislamiento y entre paréntesis se el nimero de

virus cuyas secuencias son similares por especie sumando un total de 100.

- . . ~ . . % de
Linaje | Subtipo Especie Anfos de aislamiento Identidad
) 2010 (1) 99%
Mixto Anas platyrhynchos
1986, 1987 (2) 90% - 91%
Anas platyrhynchos domesticus 2006 (1) 98%
Anas platyrhynchos 1978, 19791’;:98 %5984’ 1987, 90% - 92%
Anas acuta 1979 (1) 91%
H4N2 :
Anas discors 1979 (2) 91%
Meleagris gallopavo 1980 (1) 91%
"-g Anas crecca 1986 (1) 91%
=
3 Anas platyrhynchos 1978, 1985 %ﬁg’ 1987, 1999 90% - 92%
>
§ Anas acuta 1978, 1979, 1(%8)5, 1987, 1989 90%, 92%
=
> Anas discors 1978, 1985 (2) 90%, 92%
o
'o - -
Fulica americana 1987 (1 91%
2 | HoN2 @ °
; Anas clypeata 1985 (1) 90%
S Anas crecca 1986, 1998 (2) 90%
Z
g Anas rubripes 1986, 1987 (2) 90%
< Meleagris gallopavo 1965 (3) 90%
:é Branta canadensis 1975 (1) 92%
< Chen caerulescens 1975, 2006 (2) 90%, 92%
Meleagris gallopavo 1972, 198%;,3982’ 1987 91% - 92%
Anas platyrhynchos 1976, 19802’01(?: %5;982’ 1984, 90% - 92%
H5N2
Anas rubripes 1988 (1) 90%
Anas americana 1988 (1) 90%
Phasianus colchicus 1993, 1998 (2) 90%
Ambiente 2007 (1) 90%
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Anas acuta 1976, 1979 (2) 91% - 92%
Fo2 Anas platyrhynchos 1978, 19862’01(?: 2’8;988’ 1999, 90% - 91%
Anas platyrhynchos 1988, 1991 (4) 90% - 91%
HON2 Meleagris gallopavo 1981, 1989 (2) 90% - 91%
Anser anser 1980 (1) 91%
Anas platyrhynchos 1978 (1) 92%
Gallus gallus 1990, 1991 (3) 90%
H2N2
Numida meleagris 1990 (1) 90%
Ave 1990 (1) 90%
Anas platyrhynchos 1991 (1) 90%
H11N2 Bucephala albeola 1986 (1) 90%
Arenaria interpres 1987 (1) 90%
H1N2 Anas platyrhynchos 1982 (1) 91%
H10N2 Uria aalge 2006 (1) 91%
Sus scrofa domesticus 2001 (1) 91%
< H7N2
g Anas platyrhynchos 1978 (2) 91%
-E—‘: HIN2 Anas platyrhynchos 1979 (1) 90%
g H3N2 Anas platyrhynchos 1977 (1) 91%
- H6N2 Chlidonias hybridus 2004 (1) 90%
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a) Porcentaje de Similitud por especie

Sus scrofa domesticus
Numida meleagris
Phasianus colchicus
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Ambiente
Avian
[ Fulica americana]
Uria aalge]
Charadriiformes |Chlidonias hybridus
Arenaria interpres
1 Bucephala albeola)
Anser anser
Chen caerulescens
Branta canadensis
Anas americana
Anas clypeata
Anas rubripes
Anas crecca
Anas acuta
Anas discors
Anas platyrhynchos dom.
L Anas platyrhynchos)

Galliformes

Gruiformes

Anseriformes

85%

b) NUmero de secuencias por especie

11

1 3
1N 10
PR
e

12

il

90%

95%

® Anas platyrhynchos

100%

® Anas platyrhynchos dom.

H Anas discors

= Anas acuta

= Anas crecca

® Anas rubripes

® Anas clypeata

= Anas americana

® Branta canadensis

= Chen caerulescens
Anser anser

= Bucephala albeola

= Arenaria interpres

= Chlidonias hybridus
Uria aalge
Fulica americana
Avian
Ambiente
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Phasianus colchicus
Numida meleagris
Sus scrofa domesticus
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Figura 3. Porcentaje de similitud (a) y nUmero de secuencias similares (b) por especie
al comparar la secuencia del segmento 6 del virus A/lambiente/México/2011 (H4N2)
con aquellas disponibles en el banco de genes, utilizando el programa BLAST. La
secuencia con el mayor porcentaje de similitud, asi como el mayor nimero de secuencias similares
a la del segmento 6 del virus analizado, provienen de virus aislados a partir de pato de collar (Anas
platyrhynchos), con 50 de las 100 secuencias reportadas en el analisis con BLAST.

6.2 Calculo del nimero de diferencias y de las distancias genéticas entre las

secuencias

Se realiz6 un alineamiento global mediante Clustal W de las 37 secuencias del
segmento 4 y de las 35 secuencias del segmento 6, incluidas en el analisis filogenético. Se
obtuvo el nimero de cambios y las distancias genéticas entre cada secuencia, de acuerdo al

modelo Kimura dos pardmetros, dichos cuadros se encuentran en los anexos 4 y 5.

Al comparar el nimero de cambios de la secuencia de nucleotidos del segmento 4
del virus A/ambiente/México/2011 (H4N2) con las demas secuencias provenientes de
América del Norte, se observa que el menor nimero de cambios es de 38 nucledtidos entre
la secuencia bajo analisis y aquella del virus A/pekin duck/California/P30/2006 (H4N2).
Mientras que el mayor nimero de cambios es de 248 nucleotidos entre la secuencia bajo
andlisis y aquellas de los virus A/American black duck/Wisconsin/2542/2009 (H4N2) y
A/mallard/Wisconsin/2530/2009 (H4NZ2). La distancia genética entre las secuencias de
América del Norte y el segmento 4 del virus A/ambiente/México/2011 (H4N2) esta entre

0.02 y 0.18, con un promedio de 0.16, de acuerdo al modelo Kimura 2 parametros.

Lo anterior ocurre de forma similar en el segmento 6 del virus

Alambiente/México/2011 (H4N2) al compararlo con las secuencias provenientes de
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América del Norte, se encontrd que el menor nimero de cambios nucleotidicos es de 20 en
relacion a la secuencia perteneciente al virus A/mallard/Mississippi/407/2012 (mixed) y 28
cambios respecto a la secuencia perteneciente al virus A/pekin duck/California/P30/2006
(H4N2). Mientras que el mayor nimero de cambios es de 179 nucledtidos al compararla
con el virus A/mallard/California/5192/2009 (H4N2). La distancia genética entre las
secuencias de América del Norte y el segmento 6 del virus A/ambiente/México/2011
(H4N2) esta entre 0.01 y 0.14, con un promedio de 0.10, de acuerdo al modelo Kimura 2

parametros.

En contraste, para ambos segmentos, hay comparativamente mayor numero de
cambios entre el segmento 4 del virus A/ambiente/México/2011 (H4N2) y las secuencias
del grupo de Europa, Asia y Oceania, con un rango que va de 253 a 333 cambios
nucleotidicos, originando asi una distancia minima de 0.18 y una maxima de 0.25, con un
promedio de 0.23. Esto también ocurre para la secuencia del segmento 6 del virus
Alambiente/Mexico/2011 (H4N2), al compararla con aquellas del grupo euroasiatico, el
menor nlmero de cambios es de 175 y el mayor de 206, dando lugar a una distancia

minima de 0.14 y una maxima de 0.17, con un promedio de 0.15.
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6.3 Construccion de los arboles filogenéticos

Se construyeron dos dendrogramas empleando el método Neighbor-Joining: uno
incluyendo las 37 secuencias nucleotidicas alineadas del segmento 4 (figura 4) y otro con

las 35 secuencias nucleotidicas del segmento 6 (figura 5).

En ambos dendrogramas se observa la agrupacion de las secuencias de acuerdo a la
region geografica a la que pertenecen los virus aislados, dividiéndose en dos grandes
grupos: el de América del Norte y el de Europa, Asia y Oceania. Sin embargo, en el
dendrograma del segmento 4 se observa wuna excepcion con el virus
A/duck/Taiwan/wb787/2005 (H4N2), el cual fue aislado en Asia y se agrupa dentro de las

secuencias pertenecientes al grupo de America del Norte.

Dentro del grupo de Ameérica del Norte se distinguen 9 grupos para el dendrograma
del segmento 4 y 6 para el del segmento 6, que corresponden a diferentes nodos observados
en la topologia. Se encontré una agrupacién que muestra una correlacion entre el afio en
que se llevo a cabo el aislamiento del virus y la distancia genética que hay entre las

secuencias, como se muestra en las figuras 4 y 5.
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100, il115432880IgblCY016148.1 Influenza A virus (A/mallard/Ohio/34/1983(H4N2))

gi[110733315|gb|CY012816.1| Influenza A virus (A/mallard/Ohio/97/1989(H4N2)) 1

qi|115289158|gb|CY015453.1| Influenza A virus (A/green-winged teal/Ohio/344/1986(H4N2))

qi[134044681|gb|CY020805.1] Influenza A virus (A/mallard/Ohio/686/2002(H4N2))

qil254923272|gb|CY 042348 1| Influenza A virus (A/blue-winged teal/Minnesota/Sg-00452/2008(H4N2)) | 2

gi|340796466]gb|CY095299.1] Influenza A virus (A/mallard/Ontario/15882/2005(HAN2))
qil456423|gb|M25290_1|FLAHAQH Influenza A virus (Asturkey/Minnesota/833/1980(H4N2))

100 I: gil115278453|gb|CY014751.1| Influenza A virus {AfturkeyMinnesota/833/1380(H4N2))
gi[125490292|dbjlAB292406.1| Influenza A virus (A/mallard/Alberta/223/1979(H4N2))
qil82652920|gbICY005956.1] Influenza A virus (A/pintail duck/ALB/599/1979(H4N2))
gi|82652882|gb|CY005954.1] Influenza A virus (A/mallard duck/ALB/106/1979(HAN2Z))

36 | gil82652901|gb|CY005955.1] Influenza A virus (A/blue-winged teal/ALB/580/1979(H4N2))
qi[82652863|gb|CY005953.1| Influenza A virus (A/mallard duck/ALB/354/1978(H4N2))
gil113901325[gb|CY011056.1| Influenza A virus (A/mallard/Ohiof275/1987(HAN2))
qi[82652975|gb|CY005959.1| Influenza A virus (A/mallard duck/ALB/630/1984(H4N2))
gil261265396|gb|GU0B6561.1 Influenza A virus (Afduck/Taiwan/wb787/2005(HAN2)) 6
gi[115278933|gb|CY 014922 1| Influenza A virus (A/blue-winged teal/New York/370ac/1979(H4N2)) 7
100 | 9il340542562|gb|CY094669.1| Influenza A virus (A/mallard/California/5192/2009(H4N2))
| qil340542457|gb|CY 094637 1] Influenza A virus (A/mallard/California/5495/2009(H4N2))
il399114170|gb|CY125581.1| Influenza A virus (A/blue-winged teal/New Brunswick/03756/2009(H4N2))
gi|343972045|gblCY097430.1| Influenza A virus (A/northem shoveler/Wisconsin/2508/2009{H4N2))
qi[254924847|gb|CY 0430621 Influenza A virus (A/blue-winged teal/Minnesota/Sg-00798/2008{HAN2))
o0  9il343971071|gblCY037018.1 Influenza A virus (A/blue-winged teal/Wisconsin/2713/2009(H4N2)) 8
qi[343972140|gb|CY097470.1| Influenza A virus (A/blue-winged teal/Wisconsin/2665/2009{H4N2))
ga | 9i1254923317|gb|CY 042368 1| Influenza A virus (A/mallard/South Dakota/Sg-00457/2008(H4N2))
50 qi|343972159|gb|CY 097478 1] Influenza A virus (A/mallardWisconsin/2719/2009(H4N2))
qq | 911343970976lgbIC’Y096978.1] Influenza A virus (AfAmerican black duck/Wisconsin/2542/2009(H4N2))
721 gi|343972083|gb|CY097446.1| Influenza A virus (A/mallard/Wisconsin/2530/2009(H4N2))
{ Mxico Ambiente HAN2 seg 4 sequence |
i) S— 9il282266286]gb|CY053621.1] Influenza A virus (A/pekin duck/California/P30/2006(H4N2))
qil257123218|gb|CY 045247 1| Influenza A virus (A/duck/NVictoria/D23/1994(H4N2))

97 il2612653581gbIGUDGE542. 1] Influenza A vius (AVduck/Taiwan/wh1/1338(HAN2))
. E gil327198645]gb|CY076892.1] Influenza A virus (A/duck/Guangxi/312/2008(HANZ))
il82654737IgbICY006030.1] Influenza A virus (A/duck/Hong Kong/24/1976(HANZ))

56 gil311977319|gb|CY076921.1| Influenza A virus (A/mallard/Netherlands/7/2007(H4N2))
100 E gi|307634452|gb|HQ285886.1| Influenza A virus (A/duck/Hunan/8-19/2009(H4N2))

100 qil327179576|gb|CY088721.1] Influenza A virus (A/avian/Japan/8KI0148/2008(H4N2))

90

73

100

100

9

) Europa,

Asiay
Oceania

Figura 4. Arbol filogenético de las secuencias del segmento 4. Dendrograma inferido
mediante el método de Neighbor-Joining con las 37 secuencias nucleotidicas incluidas en el analisis
filogenético de virus del subtipo H4N2 aislados en América del Norte (en verde) y de Europa, Asia
y Oceania (en azul). A la derecha se observa el nimero del grupo asignado a ese nodo. El virus
AJambiente/México/2011 (H4N2) se encuentra sefialado en un recuadro verde. En cada nodo
se encuentra el valor en porcentaje que indica las veces que se repite la topologia de cada rama en
1000 réplicas. La barra de escala en la esquina inferior izquierda indica los cambios evolutivos de
acuerdo al modelo de Kimura dos parametros.
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América
del Norte
515 9i1343970981|gb|CY036980.1| Influenza A wirus {AfAmerican black duckVisconsin/2542/2009(HAN2))
a7} 9i|343872060|gb|CY097432.1| Influenza A virus (A/northern shoveler/MWisconsin/2608/2009(H4M2))
qil343371076/gbICY037020.1| Influenza A virus (A/blue-winged tealWisconsin/2713/2003(H4N2))
6 1 il 34387214 5]gb|CY097472.1| Influenza A virus (Asblue-winged tealWisconsin/2665/2003(H4AN2))
Qi|343872164|gb|CY087480.1| Influenza A virus (A/mallardWisconsin/2719/2009(H4N2)) 1
qil284795377|gb|CY055108.1| Influenza A virus (A/blue-winged teal/Minnesota/Sg-00452/2008(H4N2))

44

100
& 53l gil263859212|gblCY0544538.1| Influenza A virus {A/blue-winged teal/Minnesota/Sg-00796/2008{H4N2))
gil343972088|gb|CY097448. 1| Influenza A virus (A/mallardWWisconsinf2630/2009(HAN2))
?Uﬂli gi[134044686|gb|CY020807.1| Influenza A virus (A/mallard/Ohio/686/2002{HAN2))
qil217385069|gb|FJ517302.1| Influenza A virus (A/mallardMinnesota/371/1998(HAN2))
% 12 gil115432885|gbICY016150.1 Influenza A virus {(A/mallard/Ohiof34/1983(HAN2)) 2
100 L gi|110733320|gb|CY012818.1| Influenza A virus (Afmallard/Ohio/37/1989(HAN2))
gi|82652980|gb|CY004832.1| Influenza A virus (A/mallard duck/ALB/E30/1984(H4N2)) 3

gi[115289163|gb|CY015461.1| Influenza A virus {A/green-winged teal/Chio/344/1366(H4N2))
4il113301330/gblCY011058.1] Influenza A virus (A/mallard/Ohio/275/1387(HANZ))
qi[¥8110450|gb|CY005308.1| Influenza A virus {Afturkey/Minnesota/833/1980(HAMZ))
gi[116278935|gb|CY 014923 1| Influenza A virus (A/blue-winged teal/Mew York/370ac/1379{H4N2))
qil82652668(gblCY004785.1| Influenza A virus (Afmallard duck/ALB/354/19T8(HAN2))
93 (9i[125490294|dbjlAB232407 1| Influenza Avirus (Afmallard/Alberta/223/1973(HAN2))
gi|B2652687|gb|CY004792.1| Influenza A virus (A/mallard duck/ALB/06/197I(HAN2))
100 | gil82652906|gb|CY004799.1| Influenza A virus (A/blue-winged teal/ALB/EBO/1STI(HAN2))
921 gi|82652926|gb|CY004806.1] Influenza A virus (Afpintail duckfALB/E35/1373(H4N2))
’— qil282266231|gb|CY053823.1| Influenza A virus (Afpekin duck/California/P30/2006(HANZ))

1 100 \—E' Mxico. Ambiente HAN2 segment 6 sequence | 5
93 qi|343978647|gb|CY 037754 1| IMluenza A virus (A/mallard/Mississippi/407/2010{mixed))
4i|340542667|gb|CY034671.1| Influenza A virus (A/mallard/Californiafa132/2009(H4N2))
gi|340542462|gb|CY 0946321 Influenza A virus (Afmallard/California/s495/2009(HAN2))
qi|398114175|gb|CY125583.1] Influenza A virus (A/blue-winged teal/New Brunswick/03756/2009(HANZ))
qil261735003|gb|CY048780.1| Influenza A virus (A/mallard/South Dakota/Sg-00457/2008(H4MN2))
] qil267123223|gb|CY 045248 1| Influenza A virus (A/duck/Victoria/D23/1994(HAN2))
gil311977324|gb|CY 076323 1| Influenza A virus (A/mallard/Metherlands/7/2007(HAN2))
gi|307634456|gb|HQ285888.1| Influenza A virus (A/duckMunan/8-13/2003(H4N2))

49
100 _L— qi|327138649|gb|CY076894. 1| Influenza A virus (Afduck/Guangxi/312/2008(H4N2)) 7
100 L gi|327179581|gb|CY088723.1| Influenza A virus (Afavianiapan/8KI0148/2008(HAN2))

il82654742]gbICY 005626 1] Influenza A virus (Afduck/Hang Kong/24/13T6(HAN2))

0

100

33

—
o Europa,
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Figura 5. Arbol filogenético de las secuencias del segmento 6. Dendrograma inferido
mediante el método de Neighbor-Joining con las 35 secuencias nucleotidicas incluidas en el analisis
filogenético de virus del subtipo H4N2 aislados en América del Norte (en verde) y de Europa, Asia
y Oceania (en azul). A la derecha se observa el namero del grupo asignado a ese nodo. El virus
Alambiente/México/2011 (H4N2) se encuentra sefialado en un recuadro verde. En cada nodo
se encuentra el valor en porcentaje que indica las veces que se repite la topologia de cada rama en
1000 réplicas. La barra de escala en la esquina inferior izquierda indica los cambios evolutivos de
acuerdo al modelo de Kimura dos parametros.
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Para ambos dendrogramas, la distancia genética promedio dentro de cada grupo es <
0.02, excepto en el grupo 5y 6 del dendrograma del segmento 4 (figura 4) y el grupo 2 del
dendrograma del segmento 6 (figura 5), cuyas secuencias tienen una separacion temporal
cercana a los 10 afios para el caso del grupo 5y 2, o bien, las secuencias provienen de
regiones geogréaficas diferentes, para el caso del grupo 6; en ellos, la distancia promedio es

mayor al resto, como se muestra en el cuadro 3 a) y 4 a).

Por otro lado, la distancia que hay entre cada grupo del dendrograma del segmento
4, es > 0.03, como se muestra en el cuadro 3 b); mientras que la distancia que hay entre

cada grupo del dendrograma del segmento 6 es > 0.04, como se muestra en el cuadro 4 b).

La mayor distancia genética observada se encuentra entre los grupos de secuencias
de América del Norte y el grupo de secuencias de Europa, Asia y Oceania. En el
dendrograma del segmento 4 la mayor distancia es 0.24, observada entre el grupo 9, donde
se ubica la secuencia del virus A/ambiente/México/2011 (H4N2), y el grupo 10, que
corresponde al grupo de secuencias de origen euroasiatico. Para el dendrograma del
segmento 6, la mayor distancia es 0.15, la cual se observa entre el grupo 5, donde también

se ubica el virus bajo estudio y el grupo 7, que también corresponde al grupo euroasiatico.
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Cuadro 3. Estimacion de la divergencia evolutiva a)
de las secuencias dentro de los grupos (a) y entre 011

ellos (b) designados de acuerdo a la topologia del 0.05
dendrograma del segmento 4. El analisis se realizé 0.04
con el modelo Kimura dos pardametros. Se sefialan en 0.02
verde los grupos formados en el dendrograma con las 0.02
secuencias provenientes de América del Norte y en azul 0.02
con el grupo formado por las secuencias provenientes de 0.02
Europa, Asia u Oceania. Con asterisco se sefialan los 0.01
grupos con una distancia promedio dentro de ellos mayor 0.01
a la del resto. 0
b)

0.16

0.16| 0.05

0.7, 0.06| 0.05
0.6/ 0.6 0.7 0.09
0.6/ 0.04/ 005/ 0.06 0.05
016, 0.04/ 003 0.05 007 0.04
017, 0.07 008 0.09/ 003 006 007
0.8 0.08 008 008 010 008 006 011
[EXF o024 020 021 021 020/ 020 020 020 0.22

Cuadro 4. Estimacion de la divergencia evolutiva | a)

de las secuencias dentro de los grupos (a) y entre YA 0.10
ellos (b) designados de acuerdo a la topologia del 0.04
dendrograma del segmento 6. El analisis se realiz6 0.02
con el modelo Kimura dos parametros. Se sefialan en 0.02
verde los grupos formados en el dendrograma con las 0.02
secuencias provenientes de América del Norte y en azul 0.02
con el grupo formado por las secuencias provenientes de 0

Europa, Asia u Oceania. Con asterisco se sefialan los
grupos con una distancia promedio dentro de ellos mayor
a la del resto.

b)

0.09
0.10| 0.04
0.11| 0.06| 0.04
0.12| 007 0.05 0.06
0.14| 008 009/ 011 0.11
KX o015 010 011 012 0.3 0.10 -
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6.4 El sitio de corte en la Hemoaglutinina

En base a la secuencia de 1709 nt proporcionada por el Laboratorio de Ecomedicina
Aviar, la cual corresponde al 98.33% del segmento 4 del genoma del virus
Alambiente/México/2011 (H4N2), de acuerdo a Donis et al., se tradujo una secuencia de
562 aminoacidos, que corresponde al 99.6% del total de la secuencia reportada para la HA

del subtipo H4. “°

Con el Servidor de Prediccion ProP 1.0 del CBS, se identifico el sitio de corte en el
extremo carboxilo de la Arginina (Arg= R) en la posicion 343, como se muestra en la figura
6. Una vez ocurrido el evento proteolitico, el resultado son dos polipéptidos maduros: HA;
y HA;,, que se encuentran unidos por un solo enlace disulfuro, mientras que el péptido
conector de 17 aminoacidos, ubicado alrededor del sitio de corte, se reposiciona en una

cavidad formada en la subunidad HA;

La secuencia deducida de 562 aminoacidos del segmento 4 del genoma del virus
Alambiente/Meéxico/2011 (H4N2), se alined6 y compard con aquellas de los virus de
referencia pertenecientes a los grupos de secuencias de origen norteamericano vy
euroasiatico, utilizadas para el analisis filogenético. Ademas, se incluyd en el alineamiento
la secuencia de un virus de alta patogenicidad subtipo H5N2 (A/chicken/Queretaro/14588-
19/1994), para realizar la comparacion entre el sitio de corte de este virus y los de baja

patogenicidad (figura 6).

Analisis in silico de la Hemoaglutinina y Neuraminidasa del virus de Influenza subtipo H4N2 | [
Erika Ornelas Eusebio



[37]

Este alineamiento muestra que la secuencia de aminodcidos presente en el péptido
conector y sitio de corte de la Hemoaglutinina del virus A/ambiente/México/2011 (H4N2)
solo difiere del resto de las pertenecientes a America del Norte en la posicion de dos
aminodcidos ubicados en el péptido conector: la Alanina (A) y la Treonina (T). Mientras
que, en la secuencia consenso de dicha regién para el linaje euroasiatico, se observa la

sustitucion de una Serina (S) por una Treonina (T) en la posicion -2.

Posiciones

L AB324 | +14243+4
Afamhiente/México/2011(HAN2)  NHz.. P _ _ EKITAR / GLFGAIAGFIE.. CO.OH
Américadel Note NH;..P _ _ EKIATRE / GLFGAIAGFIE.. CO.OH
Europa, AsiayOceania NH:..P - _ EKAS[E / GLFGAIAGFIE.. CO.OH
Afchicken/Queretaro/14588-19/1994(H5N2)  NHz.. P QRKIRKITR + GLFGAIAGFIE.. CO.CH
HA1 < | > HA2

sitio de
corte

Figura 6. Comparacién de los aminoacidos que estan en el péptido conector y sitio de

corte de la HA del virus A/ambiente/México/2011 (H4N2), las secuencias consenso del
grupo de virus de origen norteamericano y euroasiatico y la secuencia de un virus de

alta patogenicidad A/chicken/Queretaro/14588-19/1994 (H5N2). Los aminoécidos basicos
estan sefialados dentro de los recuadros. La Arginina donde ocurre el corte proteolitico esta
sombreada en gris.

La secuencia de aminodcidos encontrada en el sitio de corte del virus
Alambiente/México/2011 (H4N2), corresponde a la descrita para virus de baja
patogenicidad, que se caracterizan por tener un solo aminoacido basico en este sitio e
incluso algin otro en la posicién -3 6 -4 del péptido conector. *® En comparacién, los virus

de alta patogenicidad presentan inserciones de aminoacidos basicos en el sitio de corte,
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como el virus Alchicken/Queretaro/14588-19/1994 (H5N2) que tiene una insercion de 3

aminoécidos basicos, esta es una caracteristica de virulencia (ver figura 5). * 4’

6.5 ldentificacidn de los sitios de glicosilacidn y del sitio de unidn a receptores

en la Hemoaglutinina

Los resultados de acuerdo al servidor NetNGlyc 1.0 del CBS mostraron que hay
cuatro sitios de glicosilacion en la HAL ubicados en las Asparaginas (Asn= N) 18, 34, 178,
310 y uno en la Asn 497 de la HA2 (figura 6). Cabe mencionar que en el alineamiento de
todas las secuencias representativas de ambos linajes, se observa que los cinco sitios de

glicosilacion estan altamente conservados en todos los virus analizados.

Se identificaron los aminoacidos que conforman el sitio de union al receptor, los
cuales se muestran en el cuadro 5. Los aminoacidos ubicados en las posiciones 146 a 150 y
de la 237 a 242 que conforman esta estructura, estan ampliamente conservados en todos los
virus H4 analizados, provenientes de aves tanto de América del Norte como de Europa,

Asia y Oceania.

Por otro lado, el virus A/Swine/Ontario/01911-1/99 (H4NG6), proveniente de un
cerdo en América del Norte posee una Leucina en lugar de Glutamina y una Serina en lugar
de Glicina en las posiciones 239 y 241 respectivamente. *® Se sabe que estas mutaciones
estan asociadas al reconocimiento de receptores de &cido sialico con enlaces o 2-6 de

galactosa %°, lo anterior sugiere que el virus A/ambiente/México/2011 (H4N2) tiene mayor
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afinidad por los receptores de acido sidlico con enlaces a 2-3 de galactosa, presentes

predominantemente en el tracto respiratorio de las aves.

Cuadro 5. Comparacién de los aminoéacidos presentes en el sitio de unién a receptores
de la HA del virus A/ambiente/México/2011 (H4N2) con las secuencias consenso
representativas de los virus aislados en América del Norte y aquellos aislados en
Europa, Asia u Oceania. En el analisis se incluyo la secuencia de un virus aislado a partir de
un cerdo en América del Norte A/Swine/Ontario/01911-1/99 (H4N6). Los aminoacidos asociados al
reconocimiento de los receptores de acido sialico con enlaces a 2-3 o o 2-6 de galactosa estan
sombreados en gris.

Sitio de Union a Receptores

Posicién en H4 110 165 167 196 = 203 207 208
Al/ambiente/México/2011(H4N2) Y w T H E L Y
Consenso de América del Norte Y W T H E L Y
Consenso de Europa, Asia y Oceania Y W V H E L Y
A/Swine/Ontario/01911-1/99 (H4ANG) Y W T H E L Y

Extremo izquierdo del Sitio de Unién a

Receptores
Posicién en H4 237 238 239 240 @241 242
A/ambiente/México/2011(H4N2) R G Q S G R
A/mallard//California/5495/2009 (H4N2) R G Q S G R
A/duck/Guangxi/912/2008 (H4N2) R G Q S G R
A/Swine/Ontario/01911-1/99 (H4N6) R G L S S R

Extremo derecho del Sitio de Unién a

Receptores
Posicion en H4 146 147 148 149 150 174
A/ambiente/México/2011(H4N2) G K S G A Y
A/mallard//California/5495/2009 (H4N2) G K S G A Y
A/duck/Guangxi/912/2008 (H4N2) G K S G A Y
AJ/Swine/Ontario/01911-1/99 (H4NG) G K S G A Y

Los aminoacidos en los sitios 203 y 238 también estan involucrados en la
interaccion con los receptores de &cido sidlico en las células. La presencia de Acido
glutdmico (Glu = E) y Glicina (Gly = G), como ocurre con el virus

Alambiente/México/2011 (H4N2), proveen especificidad hacia los receptores en aves,
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mientras que la presencia de Acido aspartico (Asp = D) en las mismas posiciones,
respectivamente, originarian la interaccién preferentemente con los receptores de &cido

sidlico predominantes en mamiferos. 3+

El aminoacido Tirosina ubicado en la posicién 174 est4 conservado en todos los
subtipos de HA 'y, aunque esta fuera del sitio de union a receptores, juega un papel critico
en el reconocimiento del virus por el receptor celular. Una mutacién en esta posicion,
resulta en una reduccion de la entrada del virus a la célula de hasta el 98%. *° En la figura 7
se muestran: el sitio de union a receptores y los aminoacidos involucrados en el
reconocimiento de los mismos en el hospedador, los posibles sitios de glicosilacion, el

péptido conector y el sitio de corte.

0 Q

................. . . | 80
............................. I e 160

0
LWWT.. .. Y. NLT. ... oo H...... E.. LY. ... i e e e RGOS 240

0

L BHVS........ 320
................. PERTAR /GLPGATAGEIE . .. ot it ittt ta tama s mesa s mnmmnnm e mnmnnnnnns 400
................................................................................ 450

Q
................ L 560
640

Figura 7. ldentificacion en la HA del virus A/ambiente/México/2011 (H4N2) del
péptido conector, sitio de corte, sitios de glicosilacion, sitio de union a receptores y
Tirosina en la posicion 174. El péptido conector esté identificado en un recuadro anaranjado, el
sitio de corte en un (recuadro rojo), los sitios de glicosilacion en recuadros rosas, el borde derecho
del sitio de unidn a receptores en recuadros verdes y el borde izquierdo en recuadros morados y la
Tirosina en la posicion 174 en amarillo. Las Asn (N) glicosiladas estan marcadas con Q.
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6.6 Analisis de la Neuraminidasa y reconocimiento del dominio hidrofébico

en su estructura

La secuencia de 1426 nucleédtidos, la cual pertenece al segmento 6 del genoma del
virus A/ambiente/México/2011 (H4N2), codifica para el polipéptido NA de 469
aminodcidos. En el analisis de secuenciacion se identificd una base mixta en el nucledtido
1310, que corresponde a una Guanina 0 a una Tirosina, que al momento de deducir la
secuencia de aminoacidos origina una Arginina (Arg =R) o una Isoleucina (lle = 1) en el

aminoacido 435 del polipéptido.

Al alinear las secuencias de NA del virus A/ambiente/México/2011 (H4N2) con
aquellas pertenecientes a los virus subtipo H5N2 de alta patogenicidad indicados en el
cuadro 6, se observa una delecion de 20 aminoacidos que va desde la posicidén 63 hasta la
82 en los virus de alta patogenicidad, sefialada en la figura 8; estos aminoacidos se ubican
dentro del dominio hidrofébico de la NA conocida como region tallo. Esta delecion ha sido
previamente descrita en la NA de virus considerados altamente virulentos en aves del orden

Galliformes, 3395153

Cuadro 6. Virus de Influenza aviar utilizados para la comparacion de sus respectivas
Neuraminidasas. Se indica en la columna 2 con un (-) si es de baja patogenicidad y con una (+) si
es de alta patogenicidad. Asimismo, se indica la longitud en nucleétidos y la longitud del
polipéptido en aminoacidos.

No. de

Virus Virulencia Longitud Proteina
Acceso
Al/ambiente/México/2011
(HAN2) - 1426 nt * 469 aa
AJchicken/Queretero/14588-
19/1995 (H5N2) + 1381 nt ACL79940 449 aa
A/Chicken/Puebla/8623-607/94 + 1371 nt AAR91531 449 aa
(H5N2)
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No. de

HA Acceso N2
oot I I I 1........ I |
. o 1 Y T A Ao I - 1« N aq
A/ambiente /México/2011 H4 - IVPCEPITIER NITEIVYLNN TTIEKELCPE IVEYRNWSKP QOOITGFAPF
BAfchicken/Queretero/14588-19/1995 H5 ACL795940 IWPCEPIIIKR NI-------- —————comeu —— DYRDWSKP qcpITGFAPF
A/Chicken/Pucbla/8623-607/94 H5 AAR91531 [IPCEPTITER NI--——---- —---———~ - - DVRNWSKP QUQITGFAPF

Figura 8. Comparacion de una parte de la secuencia de aminoécidos presentes en el
dominio hidrofébico de la NA entre dos virus de alta patogenicidad y el virus
Alambiente/México/2011 (H4N2). Se observa la delecion de 20 aminoacidos en las 2
secuencias de virus subtipo H5N2 de alta patogenicidad aislados a partir de pollo, al compararse
con la secuencia H4N2 aislado a partir de agua. Parte del dominio hidrofébico conocido como tallo
esta dentro del rectangulo punteado, mientras que las posiciones de las eliminaciones estan
sombreadas en gris y marcadas con guiones.

6.7 ldentificacion de mutaciones que confieren resistencia a farmacos

antivirales en la NA

Se analizé la NA del virus Al/ambiente/México/2011 (H4N2) para encontrar
mutaciones asociadas a resistencia contra antivirales inhibidores de Neuraminidasa, y se
determind que este virus no presenta ninguna de ellas, lo cual sugiere que no es resistente
hacia antivirales como Oseltamivir y Zanamivir. Los aminoacidos presentes en dichas
posiciones estan altamente conservados en todas las secuencias de virus analizadas del

subtipo H4N2 (ver cuadro 7).

Cuadro 7. Mutaciones en la NA asociadas a resistencia. En la primera columna se
encuentra sefialada la posicién del aminoacido donde ha sido descrita la mutacion. En las
siguientes 3 columnas se encuentran las secuencias analizadas; en la columna 5 esté el o los
aminodacidos asociados a resistencia. En las columnas 6 y 7 se sefiala con una (+) el subtipo
en el que ha sido descrita la mutacién y con un (-) si ain no ha sido descrita para ese
subtipo. En la ultima columna se especifica hacia que antiviral esta asociada dicha
mutacion, en donde la Z representa Zanamivir y la O representa Oseltamivir.
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Secuencias Subtipos
Consenso de y
PosiciG Alambiente/México/2011 Con§e_nso de Europa, Mut_a clon s
osicion (HAND) América del Asiay asociadaa N2 N1 Antiviral
Norte Oceania resistencia
116 Vv V Vv A - + Z
117 T T T v R
118 R R R K + - Z
VIHG/
119 E E E A/D + + O,z
136 Q Q Q L/K -+ Z
151 D D D V + - Z
152 R R R K + + Z
198 D D D G/N - + O
V/R/M
222 | | | IK/L - + O
224 R R R K + - Z
274 H H H Y - + 0]
276 E E E D + - Z
292 R R R K + + 0,z
294 N N N S + + O
314 S S S V - +
371 R R R K + - Z

6.8 Modelos tridimensionales de las proteinas HA y NA
Se construy6 el modelo de un monémero (figura 9 a) y del homotrimero (figura 10)
de la HA del virus A/ambiente/México/2011(H4N2), utilizando como molde el modelo de

la HA, precursora obtenido mediante cristalografia de rayos X por Chen et al.; *" el modelo
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creado mostrd una identidad de 68.7% respecto a este y comprende desde el aminoécido 25
al 516 para su estructura tridimensional.

Se construyd el modelo de un monémero de la HA del virus
Alchicken/Netherlands/03010132/03 (H7N7) de alta patogenicidad (figura 9 b), * para
mostrar el sitio de corte presente en un virus de alta patogenicidad y asi compararlo con el
sitio de corte del virus Alambiente/México/2011(H4N2). En el cuadro 8 se muestran las

diferencias entre ellos.

PEETAR GLFGAIAGFIE PEIPKREERE GLFGAIAGFIE

Figura 9. Diagramas de Ribbon de uno de los 3 monémeros que conforman la HA
previo al corte proteolitico de los virus Al/ambiente/México/2011 (H4N2) (a) vy
Alchicken/Netherlands/03010132/03 (H7N7) (b). En ambas figuras, el color rojo muestra las
hélices a, el amarillo las laminas B y el verde los rizos. En color azul se muestra el péptido conector,
en el cual estan marcados en turquesa los aminoacidos béasicos presentes en el sitio de corte
(Arginina: R y Lisina: K). La flecha sefiala la Arginina en la que se lleva a cabo el corte proteolitico
(SC). Debajo de cada modelo se encuentra la secuencia de aminoacidos de acuerdo a la
nomenclatura internacional.
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Figura 10. Diagrama de Ribbon que muestra al homotrimero HA, del virus

Alambiente/México/2011 (H4N2). El color rojo muestra las hélices a, el amarillo las liminas B
y el verde los rizos. En azul estd marcado el péptido conector de cada uno de los 3 monémeros que

conforman la HA.

Cuadro 8. Comparacion entre las caracteristicas de la HA del virus
Alambiente/México/2011 (H4N2) y del virus A/chicken/Netherlands/03010132/03
(H7N7) de alta patogenicidad.

Alambiente/México/2011(H4N2) AJ/chicken/Netherlands/03010132/03(H7N7)
Figura 11 a-b Figura 11 c-d

Posee 5 sitios de glicosilacion asociados -  Posee 6 sitios de glicosilacion asociados
a Asn: 4 en la HA4, en las posiciones a Asn: 4 en la HA4, en las posiciones
18, 34,178y 310;ylenlaHA, enla 30, 46, 141y 249;y 2 en laHA,, en las
posicion 497. posiciones 423 y 495.
En el péptido conector hay 2 - En el péptido conector hay 5
aminoacidos basicos. aminoacidos bésicos.
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a)
N-glic 310
N-glic 34
<—SC
N-glic 497.
P23
c)

N-glic 495&‘
¢ »
/‘ 1Yf
Ay

Figura 11. Vistas laterales de la estructura tridimensional de un monémero de la HA, de los
virus A/ambiente/México/2011 (H4N2) (a, b) y A/chicken/Netherlands/03010132/03 (H7N7) (c,
d). El sitio de unién a receptores (RBS) esta marcado en verde, los sitios de glicosilacion (N-glic) se
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encuentran etiquetados y marcados en rosa, el péptido conector esta marcado en azul y en él estan
marcados en turquesa los amino&cidos basicos, la flecha sefiala la Arginina donde se lleva a cabo el
corte proteolitico (SC). Las caracteristicas diferentes entre los modelos de ambos virus estan
seflaladas con una flecha en rojo. Notese que en la HA del Vvirus
AJchicken/Netherlands/03010132/03 (H7N7) el N-glic 141 esta cercano al RBS y los aminoacidos
basicos adicionales en el péptido conector exponen al sitio de corte.

En la estructura tridimensional del homotrimero de la HA del virus
Alambiente/México/2011 (H4N2) se observa la superficie molecular de la HA con el sitio
de unidn a receptores, los sitios de glicosilacion y el sitio de corte marcados de acuerdo al

cadigo de colores descrito en las figuras 12 y 13.

»

Figura 12. Vista superior del modelo tridimensional del homotrimero HA del virus
Alambiente/México/2011 (HAN2). Cada mondmero esté representado con un color diferente y
tiene marcado: el sitio de union a receptores (RBS) en naranja, los aminoacidos determinantes para
la preferencia en la union hacia los receptores de &cido sidlico en amarillo y los sitios de
glicosilacion ligados a Asparagina (N-glic) etiquetados y marcados en azul.
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Figura 13. Vista lateral del modelo tridimensional del homotrimero HA del virus
Alambiente/México/2011 (H4N2). Los sitios de glicosilacion ligados a Asparagina estan
etiquetados y marcados en azul, el péptido conector con el sitio de corte estdn marcados en gris y el
sitio de union a receptores estd marcado en naranja. Los aminoécidos determinantes para la
preferencia en la union hacia los receptores de acido sialico en el hospedador estan sefialados en
amarillo.
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El homotetramero que conforma la NA fue construido en base a un modelo del
subtipo N2 obtenido por cristalografia de rayos X y depositado en el PDB con nimero de
acceso 3tiaC % con el 90.7% de similitud respecto al modelo de la NA del virus
Alambiente/México/2011 (H4N2); el programa tomé en cuenta desde el aminoacido 82 al
469. En la figura 14 se muestra el diagrama de Ribbon y en la figura 15, la estructura
tridimensional de la NA, donde se encuentra marcado en azul parte de la region tallo, pues

esta comienza desde el aminoécido en la posicion 36.

Figura 14. Diagrama de Ribbon que muestra al homotetramero NA del virus
Alambiente/México/2011 (H4N2). Vista lateral (a) y vista inferior (b). El color rojo muestra las
hélices a, el amarillo las ldminas B y el verde los rizos. En color azul se muestra la region del tallo
para cada monémero.
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Figura 15. Vista lateral (a) e inferior (b) del modelo tridimensional de la NA del virus
Alambiente/México/2011 (H4N2). Cada monémero esta representado en un color diferente, en
azul se muestra parte del dominio hidrofébico de la NA.
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VII. DISCUSION

De acuerdo con lo esperado, las secuencias nucleotidicas de los segmentos 4 y 6 del
virus Alambiente/México/2011 (H4N2), se agrupan con el linaje genético de los virus de
Influenza Aviar aislados en América del Norte y no con aquellos aislados en Europa, Asia
y Oceania; este hecho concuerda con los analisis realizados por numerosos grupos de
trabajo alrededor del mundo y en América del Norte, dedicados a la vigilancia
epidemioldgica del virus de Influenza Aviar. *> >>°" En estos se sefiala la baja prevalencia
de la recombinacion genética entre los virus de Influenza Aviar provenientes de Asia con
los presentes en America del Norte, lo que ocurre al ser transportado por aves cuyo
comportamiento migratorio abarca desde Asia hasta Estados Unidos y Canada y que estas

compartan el habitat con aves susceptibles de infectarse.

Se propone que la razdn de esta baja prevalencia es la gran separacion biogeografica
entre las aves acuéticas norteamericanas y las euroasiaticas. *° Estas investigaciones se
originaron tras los brotes ocurridos en Asia, Europa y Africa del subtipo H5N1 de Alta
Patogenicidad en afios recientes. *> No obstante, se desconoce la frecuencia con la que

ocurre un intercambio genético entre virus de baja patogenicidad de ambos hemisferios.

No obstante, como se muestra en el arbol filogenético del segmento 4 de este
estudio, dentro del grupo 6 de secuencias nucleotidicas provenientes de aislamientos virales
de Ameérica del Norte, se encuentra la secuencia A/duck/Taiwan/wb787/2005 (H4N2), este

I. 59

hallazgo también fue observado en el estudio realizado por Cheng et al. > en el que, como

parte de un monitoreo de 10 afos realizado en aves migratorias en Taiwan, se encontrd que

Analisis in silico de la Hemoaglutinina y Neuraminidasa del virus de Influenza subtipo H4N2 | [
Erika Ornelas Eusebio



[ 52]

una secuencia nucleotidica del segmento 4 subtipo H4N2, aislado de un pato golondrino
(Anas acuta), se agrupa con las secuencias nucleotidicas provenientes de virus de América
del Norte, sugiriendo asi, aunque limitado, la presencia de un intercambio genético entre

los virus de Influenza Aviar de ambos linajes.

En lo que respecta a México, durante la temporada migratoria de 2008 Montalvo-
Corral M y Hernandez J, durante un monitoreo de aves acuéticas silvestres en Sonora,
comprueban la introduccion de un virus subtipo H9 con 93% de similitud en relacién a un
virus proveniente de Asia. % Esto hace notar nuevamente el caracter esporadico de la
introduccidn de virus pertenecientes al linaje de Europa, Asia y Oceania a nuestro pais. Es
importante mencionar que no se ha encontrado un virus de Influenza Aviar en América del

Norte cuyo genoma completo pertenezca al linaje de Europa, Asia y Oceania. >

Al analizar los grupos formados en los dendrogramas de acuerdo a los nodos
encontrados en la topologia, las secuencias nucleotidicas de los segmentos 4 y 6 del virus
Alambiente/Mexico/2011 (H4N2) se ubican dentro de los grupos mas alejados, es decir,
con la mayor distancia entre grupos, del resto de aquellos que pertenecen al linaje de
América del Norte, sin embargo, a su vez estos grupos también son los que poseen la
mayor distancia respecto al grupo de secuencias provenientes de Europa, Asia y Oceania; lo
anterior corrobora la hipétesis de que el origen del virus estudiado se encuentra en América

del Norte.

El hecho de que las distancias observadas dentro de los grupos 5 y 6 del arbol

filogenético construido para el segmento 4, sean mayores al resto, probablemente sea
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debido a que en el caso del grupo 6, aunque estan dentro del mismo nodo, ambas
secuencias pertenecen a distinto linaje, no asi el caso del grupo 5, en el que las secuencias

tienen una separacién temporal cercana a 10 afios entre los aislamientos.

Ha sido ampliamente debatido el papel de las aves acuéticas migratorias en el
transporte de virus de Influenza Aviar dentro y entre los continentes; sin embargo,
mediante monitoreos realizados alrededor de varios paises, se ha demostrado ampliamente
dicha participacion, con restriccion de la especie de ave y del subtipo del virus. *® %% De
esta manera, el Alambiente/México/2011 (H4N2), aislado en un humedal del Estado de
México durante la temporada migratoria de patos, concuerda con ser uno de los subtipos

mas comunmente encontrados en aves acuaticas del orden Anseriformes en América del

Norte. *°

Las secuencias bajo andlisis de los segmentos 4 y 6 estdn mas cercanamente
relacionadas con las secuencias nucleotidicas provenientes de un virus aislado a partir de
pato Pekin doméstico, lo que hace teéricamente posible que algunas de las introducciones
de virus a nuestro pais se lleven a cabo a través de la importacion de aves domésticas e
incluso tréafico ilegal de aves silvestres y de ornato; adicionalmente al transporte que podria
ocurrir con la migracion estacional de las aves acuaticas a México. Este hecho es reforzado
con el hallazgo en 2005 de un virus subtipo H7N3 a partir de un Anas cyanoptera, en los
humedales del Estado de México, cuyo analisis filogenético realizado por la CPA muestra
un 100% de identidad con un virus de Influenza Aviar H7N3 aislado en Nueva York a

partir de una codorniz en 2003. %
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La inesperada agrupacion de las secuencias de acuerdo al afio en el que se aislé el
virus muestra una correlacion con la distancia genética entre las secuencias, hallazgo que se

contrapone con lo encontrado por Donis OR, et al. *°

quienes en un anélisis filogenético del
subtipo H4, con virus provenientes de diferentes regiones del mundo, concluyen que el
nimero de diferencias entre los nucle6tidos no muestra correlacion con el intervalo de
tiempo en el que se aisld el virus. Una explicacion para esto podria ser que, para su estudio,
solamente se incluyeron 9 secuencias en el analisis filogenético originarias de virus
aislados entre 1956 y 1985. En cambio, para realizar el presente estudio se seleccionaron 37

secuencias aisladas desde 1976 a 2009, lo que incrementa significativamente la oportunidad

de observar dicha agrupacion.

Es necesario realizar el andlisis filogenético de los 8 segmentos del genoma para
poder tener una mejor aproximacion de la prevalencia de la recombinacion genética que
hay entre los virus de Influenza Aviar de América del Norte, incluyendo los presentes en
México, con los virus de Europa, Asia y Oceania. Pues, de acuerdo al estudio realizado por
Dugan et al. al analizar 407 genomas completos de diferentes virus de America del Norte,
observaron que el 6% de los virus analizados poseian al menos un segmento proveniente de
un virus aislado en el otro hemisferio y que los segmentos genémicos que codifican para
proteinas internas exhiben diferentes tasas de recombinacion respecto a los otros que
codifican para proteinas de superficie, incluso el patrén de recombinacidn parece aleatorio,
presentando la mayor frecuencia de recombinacién en el segmento 8 y la menor para el

segmento 7. *°
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De acuerdo a estudios realizados en latitudes cercanas, > *'***> % dicho intercambio
entre virus provenientes de ambos hemisferios probablemente ocurre en muy raras
ocasiones debido a la dinamica de las poblaciones de aves acuéticas, que fungen como
reservorios, en esta region geografica, sumado a las condiciones ambientales méas calidas en

general que las que ocurren a latitudes superiores.

Lo anterior se sustenta por un estudio realizado en Alaska en el que se muestrearon
patos golondrinos (Anas acuta), cuya ruta migratoria es conocida por abarcar regiones de
Asia como China, Corea y Japon e incluso llega a distribuirse durante el invierno hasta

México y América Central &

, (dejando a Alaska como punto de interseccion entre ambos
continentes) y obtuvieron una prevalencia significativamente mas alta de recombinacion
genética entre virus de ambos linajes, proponiendo los autores que esto obedece a que estos
mismos estudios realizados a latitudes inferiores estan sujetos a un proceso de dilucion, en
cuanto las aves entran en contacto con virus pertenecientes al linaje de América del Norte,
sugiriendo que los segmentos genomicos de virus euroasiaticos no le ofrecen ninguna

ventaja de sobrevivencia. >

Una evidencia méas de la alta prevalencia de la recombinacién entre los segmentos
del virus de Influenza Aviar, es el hecho de que el segmento 4 del virus
Alambiente/México/2011 (H4N2) tiene el mayor porcentaje de similitud con un virus
aislado de pato Pekin. En cambio, el segmento 6 del mismo virus muestra un mayor
porcentaje de similitud con un virus aislado a partir de un pato de collar silvestre en
Estados Unidos. Sin embargo, se sugiere para estudios posteriores, hacer el mismo analisis

con todos los segmentos gendmicos del virus.
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El andlisis genético de virus considerados de Baja Patogenicidad puede servir como
una aproximacion para darle prioridad a ciertas especies dentro de un plan de vigilancia
epidemioldgica a largo plazo. De esta forma, se podré rastrear y en dado caso, tomar
medidas precautorias necesarias ante la introduccion de un virus de Baja Patogenicidad H5
0 H7, de los que es ampliamente reconocido el riesgo de presentar una mutacion y

convertirse en virus de Alta Patogenicidad. *'®

Recientemente se han realizado varios aislamientos de virus de Influenza Aviar en
paises de América Central y América del Sur, como Guatemala, Argentina, Chile y Bolivia,
para tener un mejor entendimiento de la ecologia del virus en estas regiones del mundo.
Debido a este esfuerzo de vigilancia epidemioldgica se ha encontrado que los virus
provenientes de América del Sur tienden a constituir un subgrupo genético distinto al de
aquellos aislados en otras partes del mundo, ® aunque siguen estando més cercanamente
relacionados con aquellos provenientes de América del Norte. ®® No asi los de América
Central, los que estan, sin lugar a dudas, filogenéticamente relacionados con aquellos
provenientes de América del Norte, de acuerdo a los resultados obtenidos de la vigilancia

epidemioldgica mantenida de 2007 a 2010 en Guatemala. >> %

Una vigilancia epidemioldgica a largo plazo junto con la implementacion de
metodologias de muestreo sistematicas, proveeran informacién atil que pueda servir para
estimar el riesgo de dispersion de un virus e incluso trazar rutas predecibles de propagacion
que podran asistir en el manejo del riesgo, e incluso, la mitigacion oportuna de un brote en

las poblaciones de aves silvestres y domésticas. Ejemplo de ello es el brote ocurrido
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recientemente en junio de 2012 por el subtipo H7N3 en aves domesticas del estado de
Jalisco, para el cual, se utilizaron como medidas de control del brote la eutanasia y la
vacunacion de las aves. *® Como semilla para la elaboracion de esta vacuna, se empleé el
virus H7N3 aislado a partir de una cerceta canela en 2006, en las Ciénegas de Lerma,
Estado de México por Cuevas-Dominguez et al. pues demostré tener mayor relacion
inmunolégica con el virus que originé el reciente brote. ' " Este mismo subtipo, habia sido
reportado en un brote de mayores dimensiones ocurrido en 2004 en Columbia Britéanica,
Canada y represent6 la despoblacion de 19 millones de aves provenientes de 600 granjas

comerciales y 11 producciones de traspatio dentro de la misma provincia. *’

En cuanto al analisis de la HA, el sitio de corte corresponde al descrito para los
virus de Baja Patogenicidad debido a que no cumple con ninguno de los criterios
establecidos por la OIE ™, los cuales describen a un virus de alta patogenicidad como
aquellos de subtipo H5 o H7 que tengan un indice de patogenicidad intravenoso mayor a
1.2, o bien que causen al menos 75% de mortalidad en pollos de 4 a 8 semanas y que en la
secuencia de la Hemoaglutinina tengan adicionados aminoacidos béasicos en el sitio de
corte. Aunque no se hizo la prueba de indice de patogenicidad intravenoso, la evidencia
encontrada en su secuencia de aminoacidos sefiala que es un virus considerado de baja

patogenicidad.

De acuerdo a lo esperado, se encontraron 5 sitios de glicosilacion ligados a
Asparagina en la HA, ya que en un estudio realizado por Donis, et al. *® en el cual se
analizaron las HA subtipo H4 de virus prevenientes de diferentes hospedadores, regiones

geogréficas y afios, se determind que estos 5 sitios son conservados en la HA de este
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subtipo, pues los oligosacaridos ligados al polipéptido son indispensables para dar
estabilidad, mantener la conformacion, el adecuado plegamiento, el transporte intracelular y

modulacion de la actividad biolégica de la glicoproteina. ™

Ademas, en otro estudio realizado con 104 secuencias de HA pertenecientes a los
subtipos H1, H2, H3, H4, H5 y H7 se determind que generalmente estd presente solo un
sitio de glicosilacion en el extremo superior de la HA; de virus aislados a partir de aves
acudticas silvestres, lo que sugiere que el virus A/ambiente/México/2011 (H4N2) proviene
de las mismas, mientras que los virus aislados de aves domeésticas presentan 2 0 mas en la
misma region de la molécula; esto ha sido descrito principalmente para los subtipos H5 y

H7. %

Dentro del mismo estudio, ningun aislamiento a partir de aves acuaticas mostré mas
de un sitio de glicosilacién en esta region de la HA; *, que corresponde a la posicion 178
bajo la numeracion del subtipo H4. Notablemente para las Hemoaglutininas H5 y H7 que
poseen mas de un sitio de glicosilacion en el extremo superior de la HA; existe una alta
correlacién con la insercion de maltiples aminoacidos basicos en el sitio de corte, indicando
gue son potencialmente virulentos para las aves domésticas, bajo el criterio establecido por
la OIE. ™ Esto respalda lo encontrado en el presente estudio, en donde se encontraron 5
sitios de glicosilacién en la HA, pero sélo 1 esta presente en el extremo superior de la HA;,
del virus A/ambiente/México/2011 (H4NZ2), ademéas de la presencia de dos aminoacidos

béasicos en el sitio de corte, da lugar a un fenotipo considerado de baja virulencia.
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Se corrobord que los aminoécidos que conforman el sitio de unién a receptores
estdn ampliamente conservados, especialmente la Glutamina y Glicina en las posiciones
239 y 241 y Acido glutamico y Glicina en las posiciones 203 y 238, respectivamente, en la
HA de todos los virus que provienen de aves acuaticas de ambos linajes, incluido el virus

I. * mediante

Alambiente/México/2011 (H4N2). Lo anterior fue descrito por Bateman et a
la generacion de virus con mutaciones dirigidas en dichas posiciones y ensayos de
infectividad en cultivo celular, demostrando que estos aminoacidos en dichas posiciones
tenian mayor afinidad a los receptores de acido sialico con enlace a 2-3 de galactosa,
presentes predominantemente en el tracto respiratorio de las aves, corroborando también

que estos aminoacidos son los principales determinantes de la preferencia en la union hacia

los receptores de écido silico en el hospedador. *°

En lo que respecta a la NA, y de acuerdo a lo esperado, no se identificaron
deleciones en la region del “tallo” de la glicoproteina, esto aunado con la ausencia de sitios
adicionales de glicosilacion en la HA, corrobora que probablemente el virus
Alambiente/Meéxico/2011 (H4N2) proviene de aves acudticas silvestres y no de aves
domésticas como pollos y gallinas, ya que de acuerdo al estudio de Matrosovich, et al. * en
el que identificaron virus con eliminaciones en la region “tallo” de la NA y a su vez
también sitios de glicosilacién adicionales en el extremo superior de la HA; en virus
aislados de aves domésticas, sugiere que hay una interaccion entre ambas caracteristicas,
especialmente en los virus aislados a partir de Galliformes de los subtipos H5 y H7. Este

hallazgo indica que dichos cambios en las moléculas de superficie del virus: HA y NA, son
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requeridos para la adaptacion de los virus de Influenza provenientes de aves acuéticas

silvestres hacia las aves domésticas como pollos y gallinas.

A este respecto, Li et al. > realizaron un analisis extenso de 4,920 secuencias de
aminoécidos de 16 subtipos de NA y sblo observaron eliminaciones en el 45.5% de las
secuencias analizadas (2,238) siendo los subtipos N1, N2 y N3 en los que se observaron
eliminaciones con mayor frecuencia, pero sélo cuando coincide con los subtipos de
Hemoaglutinina H5, H7 y H9, es decir las combinaciones entre ellos, particularmente en
virus de los subtipos H5N1, H5N2, H7N1 y H7N2, corroborando los hallazgos de

Matrosovich et al. *°

Adicionalmente, en el mismo analisis de Li et al. > se observé que la mayor
cantidad de virus con eliminaciones en la region “tallo” de la NA provienen de huéspedes
del orden Galliformes, mientras que la menor cantidad provienen de huéspedes
principalmente del orden Anseriformes y Charadriiformes. Cabe mencionar que los virus
de estos drdenes provenian de patos domésticos y otros provenian de aves en mercados de
aves vivas de especies exoticas a la region. Este hecho ratifica la hipdtesis propuesta por
este estudio respecto a que el origen mas probable del virus A/ambiente/México/2011
(H4N2), encontrado en un humedal del Estado de México, se encuentra en aves acuaticas
silvestres y no en aves domésticas pertenecientes al orden Galliformes, pues el virus carece
de las caracteristicas tanto en la HA como en la NA que distinguen a los virus que estan

adaptados a estas aves.

De acuerdo a la recopilacion realizada por el Grupo de Trabajo con Antivirales de la

Sociedad Internacional para la Influenza y otras Enfermedades Virales Respiratorias *°, el

Analisis in silico de la Hemoaglutinina y Neuraminidasa del virus de Influenza subtipo H4N2 | [
Erika Ornelas Eusebio



[ 61]

virus A/ambiente/México/2011 (H4N2) no presenta ninguna mutacion en la NA asociada a
resistencia. Esto coincide con la escasa prevalencia (2.13%) encontrada en el estudio
realizado por Orozovic et al. ** para encontrar virus con dichas mutaciones, para ello se
analizaron 6,221 secuencias de NA provenientes de virus aislados a partir de poblaciones
de aves acuéticas silvestres y muestras ambientales, estas se obtuvieron a traves de una
campafia de muestreo con fines de vigilancia epidemiolégica entre 2002 y 2008 en Europa

y del banco de genes.

La ausencia de resistencia en el virus estudiado puede explicarse por la falta de
contacto del mismo a concentraciones suficientes de antivirales en el agua de los humedales
y, aunque esto no ha sido estudiado en nuestro pais, se sabe que, en Estados Unidos, Reino
Unido y Japon, el antiviral Oseltamivir logra alcanzar las concentraciones necesarias en
cuerpos de agua para seleccionar variedades resistentes del virus, debido a que el consumo
de ellos durante la temporada de invierno suele aumentar por su uso como tratamiento para

Influenza estacional en humanos. "2

Lo anterior sefiala la importancia de realizar estudios de bioacumulacion de
antivirales, mediante modelos hidroldgicos, en cuerpos de agua prioritarios en México para
el consumo humano, uso pecuario y como habitat para las aves acuaticas migratorias; de
esta forma se podrd evaluar el riesgo potencial de seleccionar poblaciones virales

resistentes en el ambiente.
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CONCLUSIONES

El anélisis filogenético de los segmentos gendmicos 4 y 6 del virus
Alambiente/México/2011 (H4N2) indica que esta cercanamente relacionado con los
virus de América del Norte y méas alejado del linaje Euroasiatico. Se sugiere hacer
el analisis con el resto de los segmentos gendmicos para monitorear la frecuencia de

recombinacion genética entre virus provenientes de ambos hemisferio a esta latitud.

El virus estudiado presenta un fenotipo de baja virulencia pues: tiene un sitio de
corte con dos aminoacidos béasicos, no posee sitios de glicosilacion adicionales en el
extremo superior de la subunidad HA; de la HA y la NA no presenta eliminaciones
en el dominio hidrofobico.

La evidencia sugiere que el sitio de unidn a receptores del virus tiene preferencia
por los receptores de acido sialico con enlaces a 2-3 de galactosa, presentes

predominantemente en el tracto respiratorio de las aves.

Aparentemente el virus A/ambiente/Mexico/2011 (H4N2), proviene de aves
acudticas pues sus glicoproteinas de superficie no presentan las adaptaciones que
correlacionan con su adaptacion a aves comerciales: presencia de sitios adicionales

de glicosilacion en la HA y eliminacién en el dominio hidrofébico de la NA.

La NA del virus estudiado no presenta ninguna mutacion asociada a resistencia a

farmacos antivirales.

Este trabajo describe una metodologia utilizada para el analisis de un virus de
Influenza Aviar utilizando herramientas de bioinformatica, para predecir el posible
origen, la virulencia y la resistencia a farmacos antivirales; para de esta forma,

apoyar los estudios bioldgicos.
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IX. ANEXOS

I.  Secuencias utilizadas para realizar el analisis filogenético del segmento
4, obtenidas de acuerdo a la disponibilidad en GenBank y con los

criterios establecidos en la metodologia.

1. Secuencias utilizadas para realizar el analisis filogenético del segmento
6, obtenidas de acuerdo a la disponibilidad en GenBank y con los

criterios establecidos en la metodologia.

I11. Claves de las secuencias incluidas en los calculos de distancias

geneticas para el segmento 4 y el segmento 6.

IvV. Distancias geneticas entre las secuencias de nucleotidos del segmento 4.

V. Distancias geneticas entre las secuencias de nucledtidos del segmento 6.
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Anexo I. Secuencias utilizadas para realizar el analisis filogenético del segmento 4, obtenidas de acuerdo a la

disponibilidad en GenBank y con los criterios establecidos en la metodologia.

En el cuadro se muestran el subtipo, el hospedero, el pais, la ciudad, la fecha de coleccién y el tamafio de la secuencia, ademas

del nimero de acceso para cada una. La secuencia con (*) pertenece al virus A/ambiente/México/2011(H4N2).

Subtipo Hospedero Pais Ciudad Tamafio _de Coleccion de NUmero de
secuencia muestra Acceso

H4N2 Ambiente México Estado de México 1709 pb 2011-02-28 *
H4N2 Anas platyrhynchos EUA Wisconsin 1712 pb 2009-10-17 CY097478
H4AN2 Anas discors EUA Wisconsin 1713 pb 2009-10-17 CY097470
H4N2 Anas platyrhynchos EUA Wisconsin 1711 pb 2009-10-04 CY097446
H4N2 Anas clypeata EUA Wisconsin 1713 pb 2009-10-03 CY097430
H4N2 Anas discors EUA Wisconsin 1713 pb 2009-10-17 CY097018
H4N2 Anas rubripes EUA Wisconsin 1713 pb 2009-10-05 CY096978
H4N2 Anas platyrhynchos EUA California 1713 pb 2009-07-27 CY094669
H4N2 Anas platyrhynchos EUA California 1713 pb 2009-07-23 CY094637
H4N2 Anas platyrhynchos domesticus EUA California 1701 pb 2006-03-06 CY053821
H4N2 Anas discors EUA Minnesota 1664 pb 2008-09-01 CY043062
H4N2 Anas platyrhynchos EUA South Dakota 1678 pb 2008-08-19 CY042368
H4N2 Anas discors EUA Minnesota 1654 pb 2008-08-20 CY042348
H4N2 Anas platyrhynchos Canada Alberta 1738 pb 1979-08-07 CY005954
H4N2 Anas platyrhynchos Canada Alberta 1738 pb 1984-08-06 CY005959
H4N2 Anas crecca carolinensis EUA Ohio 1704 pb 1986-10-30 CY015459
H4N2 Anas platyrhynchos EUA Ohio 1704 pb 2002-08-19 CY020805
H4N2 Anas platyrhynchos EUA Ohio 1704 pb 1987-10-19 CY011056
H4N2 Anas platyrhynchos Canada Alberta 1704 pb 1979 AB292406
H4N2 Anas platyrhynchos EUA Ohio 1704 pb 1989-10-19 CY016148




HAN2 Anas discors Canada Alberta 1738 pb 1979-08-11 CY005955
H4N2 Anas platyrhynchos Canada Alberta 1738 pb 1978-08-10 CY005953
H4AN2 Anas acuta Canada Alberta 1738 pb 1979-08-11 CY005956
HAN2 Anas discors EUA Nueva York 1738 pb 1979-11-20 CY014922
H4N2 Anas platyrhynchos EUA Ohio 1704 pb 1989-10-19 CY012816
H4N2 Meleagris gallopavo EUA Minnesota 1738 pb 1979-09-01 CY014751
H4N2 Meleagris gallopavo EUA Minnesota 1738 pb 1980 M25290

H4AN2 Anas discors Canada Nuevo Brunswick 1712 pb 2009-09-14 CY125581
H4N2 Anas platyrhynchos Canada Ontario 1700 pb 2005-08-22 CY095299
H4N2 Anas platyrhynchos China Hunan 1725 pb 2009 HQ285886
H4AN2 Ave Japén Hokkaido 1713 pb 2008-10-08 CY088721
H4N2 Anas platyrhynchos China Guangxi 1738 pb 2008 CY076892
H4N2 Anas platyrhynchos Paises Bajos Paises Bajos 1718 pb 2007 CY076921
H4N2 Anas platyrhynchos Taiwan Taiwan 1738 pb 2005 GU066561
H4N2 Anas platyrhynchos Taiwan Taiwan 1738 pb 1998 GU066542
H4N2 Anas platyrhynchos Australia Victoria 1702 pb 1994 CY045247
H4N2 Anas platyrhynchos Hong Kong Hong Kong 1738 pb 1976 CY006030




Anexo Il. Secuencias utilizadas para realizar el andlisis filogenético del segmento 6, obtenidas de acuerdo a la

disponibilidad en GenBank y con los criterios establecidos en la metodologia.

En el cuadro se muestran el subtipo, el hospedero, el pais, la ciudad, la fecha de coleccion y el tamafio de la secuencia, ademas

del nimero de acceso para cada una. La secuencia con (*) pertenece al virus A/ambiente/México/2011(H4N2).

. . . Tamafio de Coleccion de NUmero de
Subtipo Hospedero Pais Ciudad e muestra ACCESO

H4N2 Ambiente México Estado de México 1426 pb 2011-02-28 *
H4N2 Anas platyrhynchos EUA Wisconsin 1442 pb 2009-10-17 CY097480
H4N2 Anas discors EUA Wisconsin 1442 pb 2009-10-17 CY097472
H4N2 Anas platyrhynchos EUA Wisconsin 1442 pb 2009-10-04 CY097448
H4N2 Anas clypeata EUA Wisconsin 1442 pb 2009-10-03 CY097432
H4N2 Anas discors EUA Wisconsin 1442 pb 2009-10-17 CY097020
H4N2 Anas rubripes EUA Wisconsin 1442 pb 2009-10-05 CY096980
H4N2 Anas platyrhynchos EUA California 1440 pb 2009-07-27 CY094671
H4N2 Anas platyrhynchos EUA California 1439 pb 2009-07-23 CY094639
H4N2 Anas discors EUA Minnesota 1398 pb 2008-08-20 CY055108
H4N2 Anas discors EUA Minnesota 1396 pb 2008-09-01 CY054538
H4N2 Pato Pekin EUA California 1416 pb 2006-03-06 CY053823
H4N2 Anas platyrhynchos EUA South Dakota 1400 pb 2008-08-19 CY048780
H4N2 Anas platyrhynchos EUA Minnesota 1441 pb 1998 FJ517302
H4N2 Anas platyrhynchos Canada Alberta 1466 pb 1979-08-07 CY004792
H4N2 Anas platyrhynchos Canada Alberta 1467 pb 1984-08-06 CY004832
H4N2 Anas crecca carolinensis EUA Ohio 1434 pb 1986-10-30 CY015461
H4N2 Anas platyrhynchos EUA Ohio 1434 pb 2002-08-19 CY020807
H4N2 Anas platyrhynchos EUA Ohio 1433 pb 1987-10-19 CY011058
H4N2 Anas platyrhynchos Canada Alberta 1430 pb 1979 AB292407




H4N2 Anas platyrhynchos EUA Ohio 1434 pb 1989-10-19 CY016150
H4AN2 Anas discors Canada Alberta 1466 pb 1979-08-11 CY004799
H4N2 Anas platyrhynchos Canada Alberta 1467 pb 1978-08-10 CY004785
H4AN2 Anas acuta Canada Alberta 1466 pb 1979-08-11 CY004806
HAN2 Anas discors EUA Nueva York 1467 pb 1979-11-20 CY014923
H4N2 Anas platyrhynchos EUA Ohio 1434 pb 1989-10-19 CY012818
H4N2 Meleagris gallopavo EUA Minnesota 1467 pb 1979-09-01 CY005908
H4AN2 Anas discors Canada Nuevo Brunswick 1439 pb 2009-09-14 CY125583
Mixto Anas platyrhynchos EUA Mississippi 1416 pb 2010-01-16 CY097754
H4N2 Anas platyrhynchos China Hunan 1467 pb 2009 HQ285888
H4AN2 Ave Japén Hokkaido 1410 pb 2008-10-08 CY088723
H4N2 Anas platyrhynchos China Guangxi 1467 pb 2008 CY076894
H4N2 Anas platyrhynchos Paises Bajos Paises Bajos 1453 pb 2007 CY076923
H4N2 Anas platyrhynchos Australia Victoria 1434 pb 1994 CY045249
H4N2 Anas platyrhynchos Hong Kong Hong Kong 1467 pb 1976 CY005626




Anexo I11. Claves de las secuencias incluidas en los calculos de distancias
genéticas para el segmento 4 y el segmento 6.

Clave
Region Segmento | Segmento Virus
4 6
1 1 A/ambiente/México/2011(HAN2)
- 2 A/mallard/Mississippi/407/2012(mixed)
2 3 AJpekin duck/California/P30/2006(H4N2)
3 4 A/mallard/Alberta/223/1979(H4N2)
4 5 A/mallard duck/ALB/354/1978(H4N2)
5 6 A/mallard duck/ALB/106/1979(H4N2)
6 7 A/blue-winged teal/ALB/580/1979(H4N2)
7 8 AJpintail duck/ALB/599/1979(H4AN2)
8 9 A/mallard duck/ALB/630/1984(H4N2)
9 10 AJturkey/Minnesota/833/1980(H4N2)
10 - AJturkey/Minnesota/833/1980(H4N2)
11 11 AJblue-winged teal/New York/370ac/1979(H4AN2)
® 12 12 AJgreen-winged teal/Ohio/344/1986(H4N2)
5 13 13 A/mallard/Ohio/94/1989(H4N2)
z 14 14 Almallard/Ohio/686/2002(H4N2)
= 15 15 | Almallard/Ohio/97/1989(H4ND)
2 16 16 A/mallard/Ohio/275/1987(H4N2)
ag) 17 17 AJblue-winged teal/Minnesota/Sg-00452/2008(H4N2)
< 18 18 A/mallard/South Dakota/Sg-00457/2008(H4N2)
19 19 AJblue-winged teal/Minnesota/Sg-00798/2008(H4N2)
20 - A/mallard/Ontario/15882/2005(H4N2)
21 20 A/mallard/California/5192/2009(H4N2)
22 21 A/mallard/California/5495/2009(H4N2)
23 22 AJAmerican black duck/Wisconsin/2542/2009(H4N2)
24 23 AJblue-winged teal/Wisconsin/2713/2009(HAN2)
25 24 AJnorthern shoveler/Wisconsin/2508/2009(H4N2)
26 25 AJblue-winged teal/Wisconsin/2665/2009(HAN2)
- 26 A/mallard/Minnesota/371/1998(H4N2)
27 27 A/mallard/Wisconsin/2719/2009(H4N2)
28 28 A/mallard/Wisconsin/2530/2009(H4N2)
29 29 AJblue-winged teal/New Brunswick/03756/2009(H4AN2)
30 30 Alduck/Victoria/D23/1994(H4N2)
- 31 - A/duck/Taiwan/wh1/1998(H4N2)
_g - 32 - Alduck/Taiwan/wh787/2005(H4N2)
<g 33 31 A/duck/Hunan/8-19/2009(H4N2)
§ g 34 32 A/duck/Hong Kong/24/1976(H4N2)
5 35 33 A/duck/Guangxi/912/2008(H4N2)
H 36 34 Almallard/Netherlands/7/2007(H4N2)
37 35 Alavian/Japan/8K10148/2008(H4N2)




Anexo V. Distancias genéticas entre las secuencias de nucle6tidos del segmento 4.

En la diagonal inferior se observa el nimero absoluto de cambios nucleotidicos entre cada una de las 37 secuencias analizadas del
segmento 4, en la diagonal superior se observan las tasas de divergencia nucleotidica de acuerdo al modelo de cambios evolutivos de
Kimura dos pardmetros. El analisis evolutivo fue realizado con el programa MEGA versién 5.0.
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Anexo V. Distancias genéticas entre las secuencias de nucleétidos del segmento 6.

En la diagonal inferior se observa el nimero absoluto de cambios nucleotidicos entre cada una de las 35 secuencias analizadas del
segmento 4, en la diagonal superior se observan las tasas de divergencia nucleotidica de acuerdo al modelo de cambios evolutivos de
Kimura dos parametros. El analisis evolutivo fue realizado con el programa MEG A version 5.0.
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