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LISTADO DE ABREVIATURAS

AG: aparato de Golgi

AP: altamente patogénico

ARN: &cido ribonucleico

ARNCc: ARN complementario

ARNmM: ARN mensajero

ARNv: ARN viral

AS: &cido sialico

BM2: proteina de membrana codificada por un marco de lectura alternativo +2 del segmento 7
del virus influenza B (del inglés, membrabe protein in a +2 alternate reading frame influenza B

segment 7)
Bootstrap: re-muestreo (del inglés, re-sampling)

BPP: probabilidad posterior Bayesiana (del inglés, Bayesian porterior probability)
C-2: carbono 2
C-3: carbono 3
C-6: carbono 6

Cap: caperuza

CCR5: receptor tipo 5 para quimiocinas CC
CCRS5A32: delecion de 32 pares de bases del CCRS
CM2: proteina menor de envoltura (del inglés, minor envelope protein)

ENF: exudado nasofaringeo
ETI: enfermedad tipo influenza

GISN: Red Global de Vigilancia de Influenza (del inglés, Global Influenza Surveillance

Network)

H5N1-1AAP: influenza aviar H5N1 altamente patogénica
H7N7-1AAP: influenza aviar H7N7 altamente patogénica
HA: proteina hemaglutinina

HEF: proteina de fusién hemaglutinina-esterasa (del inglés, hemagglutinin-esterase-fusion)

IAAP: influenza aviar altamente patogénica

IFN: interferon



IL: interleucinas

I-N: Influenza y neumonia

INAs: inhibidores de la neuraminidasa

IP-10 0 CXCL10: proteina inducible IFNy de 10kDa
IRA: infeccion respiratoria aguda

IRAG: infeccion respiratoria aguda grave

LNRI: Laboratorio Nacional de Referencia de Influenza
LAT: linfocito T

M: proteina matriz

M2: proteina matriz 2

MCC: credibilidad maxima de grupos (del inglés, Maximun clade credibility)

MCP1 o CCL2: proteina quimo atrayente de monocitos (del inglés, monocyte chemotactic

protein)
MINSAP: Ministerio de Salud Publica

M@: macrdfago
NA: proteina neuraminidasa
NB: proteina matriz codificada por un marco de lectura alternativo -1 del segmento 6 del virus

influenza B (del inglés, matrix protein in a -1 alternate reading frame influenza B segment 6)

NEP o NS2: proteina de exportacién nuclear o proteina no estructural 2 (del inglés, nuclear

export protein or nonstructural protein 2)

NIC: Centro Nacional de Influenza (del inglés, National Influenza Centre)

NLRs: receptores tipo NOD (del inglés, NOD-like receptor)

NLSs: sefiales de localizacion nuclear (del inglés, nuclear localization signals)
NP: nucleoproteina (del inglés, nucleoprotein)

OE: ola epidémica

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PA: polimerasa acida (del inglés, polymerase acidic)

PAMPs: patrones moleculares asociados a patogenos (del inglés, pathogen-associated molecular

patterns)

pb: pares de base

PB1y PB2: polimerasas basicas 1y 2 (del inglés, polymerase basic)




PB1-F2: pequefia proteina accesoria (del inglés, accessory protein)

PNPC: Programa Nacional de Prevencion y Control

PRRs: receptores de reconocimiento de patrones (del inglés, pathogen recognition receptors)
RANTES/CCLS5: quimiocina expresada y secretada por las células T normales reguladas tras la

activacion (del inglés, regulated upon activiation, normal T-cell expressed and secreted)

RCP: reaccion en cadena de la polimerasa
RE: reticulo endoplasmatico

RIG-I: &cido retinoico inducible asociado al gen I (del inglés, retinoic acid-inducible gene-1)

RNP: ribonucleoproteina (del inglés, ribonucleoprotein)

SARS: sindrome respiratorio agudo severo (del inglés, severe acute respiratory syndrome)

SE: semana epidemiologica

Th1: célula T auxiliadora (del inglés, helper T lymphocyte-1)

TLR: receptores tipo toll (del inglés, Toll-like receptor)

TMRCA: tiempo del ancestro comun mas reciente (del inglés, time to most recent common

ancestor)

TR: tracto respiratorio

TRB: tracto respiratorio bajo

TR-RCP: trasncripcion reversa-reaccion en cadena de la polimerasa
TRS: tracto respiratorio superior

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

VNO: virus del Nilo Occidental

VSR: virus sincitial respiratorio



SINTESIS

Se presentan evidencias sobre la circulacion de diferentes variantes genéticas de los virus
influenza A 'y B en Cuba y de la relacion de marcadores de la respuesta inmune del hospedero
con la severidad de la enfermedad. Se demostré que los virus influenza A y B en Cuba
evolucionaron hacia diferentes variantes genéticas, representadas por los linajes incluidos en
las vacunas estacionales. Algunas de las variantes detectadas divergieron genéticamente de
los linajes de la vacuna estacional. Durante una de las temporadas se detect6 la co-circulacién
de cepas pertenecientes a los linajes B/Victoria/87 y B/'Yamagata/88 de los virus influenza B.
Se detectd la circulacion de diferentes variantes genéticas del virus influenza A(H1IN1)pdm09
con diferentes mutaciones, con el predominio del grupo genético 7 caracterizado por la
mutacion S203T en el sitio de unidn al receptor. La sobre expresién de los niveles de
RANTES y TLR-2, y la presencia de la delecion CCR5A32 sugiere su participacion en la
severidad del cuadro clinico producido por el virus influenza A(H1IN1)pdm09. Se evidencio la
circulacion de variantes de virus influenza A(H3N2) y A(HIN1)pdmO09 resistentes a los
bloqueadores del canal M2. Las variantes resistentes a los inhibidores de la neuraminidasa
emergieron en el virus influenza A(H1N1) estacional a partir del afio 2008, después de la
ganancia de mutaciones permisivas. También se detectd la mutacion S162N en la HA del
virus pandémico, sugiriendo la posible multiplicacion de estas variantes en presencia de los

inhibidores de la neuraminidasa.
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I. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

Los virus influenza, afectan a las poblaciones humanas desde tiempos muy antiguos, y
constituyen tres de los cinco géneros ubicados dentro de la familia Orthomyxoviridae: influenza
A, influenza B e influenza C (1). Aunque estos virus pueden producir el mismo cuadro clinico,
difieren en su comportamiento epidemioldgico. Los virus influenza C producen casos
esporadicos por lo que no son considerados virus estacionales, a diferencia de los virus influenza
Ay B que producen epidemias con patrones estacionales bien definidos, sobre todo en los paises
de clima templado (2). Sin embargo, solo los virus influenza A pueden originar pandemias,

eventos asociados a elevadas tasas de morbilidad y mortalidad en la poblacion humana (3).

Generalmente, la Influenza transcurre como una enfermedad leve, restringida al TRS y
autolimitada. Sin embargo, dependiendo de varios factores se puede desarrollar una neumonia
primaria 0 secundaria, con un desenlace que puede traer consigo un fallo maltiple de 6rganos,
fallo respiratorio y sindrome de distres respiratorio agudo que pueden llegar a ser fatales (4). Las
epidemias estacionales se caracterizan por alcanzar niveles elevados de morbilidad y mortalidad
en los individuos que transitan por las edades extremas de la vida. Por un lado, estan los nifios
menores de 5 afios de edad sin un contacto previo con el virus, y por otro, estan los adultos
mayores de 65 afios de edad con una funcion inmunoldgica deprimida (5, 6). En contraste, sobre
el grupo de adultos jovenes recaen los efectos mas devastadores de las pandemias, hecho al que
se han dedicado numerosos estudios sin llegar a un consenso con los resultados obtenidos (7).
Existen evidencias que proponen la participacion de factores virales, del hospedero y ambientales

sobre la severidad de la enfermedad causada por los virus influenza (8-10).



Para mitigar el impacto negativo provocado por estos eventos epidemiolégicos, la practica de la
vacunacion constituye un pilar fundamental. La efectividad de esta medida depende del riguroso
proceso de seleccion de las cepas componentes de la vacuna. Aun asi, la constante presion
selectiva ejercida por los anticuerpos producidos por el sistema inmunoldgico sobre los virus
influenza, resulta en la ocurrencia de derivas antigénicas, que en conjunto con los saltos
antigénicos, origina cepas antigénicamente nuevas. Para contrarrestar este efecto, todos los afios
se reune un panel de expertos de la OMS para actualizar el contenido de la vacuna de los
hemisferios Norte y Sur (11). Otra de las medidas para mitigar el efecto de las epidemias y las
pandemias es el uso de las drogas antivirales, divididas en dos tipos fundamentales: bloqueadores
del canal M2 e inhibidores de la neuraminidasa (INAs). Las drogas antivirales constituyen la
intervencion primaria para el tratamiento y la profilaxis post-exposicion a los virus influenza. Sin
embargo, la emergencia de la resistencia a los bloqueadores del canal M2 dejé obsoleto el uso de
este tipo de droga antiviral, mientras que por otro lado se ha notificado la emergencia de variantes
resistentes a los INAs. Este panorama hace mas compleja la toma de decisiones para el

tratamiento y la profilaxis de esta enfermedad (12).

La vigilancia inter-pandémica tiene un componente de laboratorio importante, y constituye la
herramienta principal para el seguimiento de la evolucion de los virus influenza, realizar una
seleccién adecuada de las cepas para la vacuna estacional, aplicar una politica de tratamiento
antiviral adecuada y detectar a tiempo la introduccién de variantes pandémicas (13). Un ejemplo
reciente fue la identificacién de un brote atipico de Infeccién Respiratoria Aguda (IRA) en
México durante el mes de marzo del afio 2009. En este escenario se identifico como agente
etiologico al virus influenza A(HLN1)pdmQ9, responsable de la primera pandemia del siglo XXI.
En términos de morbi-mortalidad, la pandemia producida por el virus influenza A(H1IN1)pdmO09
fue calificada de leve a moderada, sin embargo, se detectdé un incremento en la notificacion de
casos fatales que no superaban los 55 afios de edad (4). Mientras los primeros analisis del virus
demostraban la no existencia de marcadores moleculares asociados a una virulencia elevada (14,

15), otras investigaciones centraron sus esfuerzos en la respuesta inmune del hospedero (16, 17).

En Cuba, la influenza y neumonia (I-N) constituyen la cuarta causa de mortalidad en la poblacién
general dentro de todas las causas posibles y la primera entre las enfermedades infecciosas (18).
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Por esta razén, el Programa Nacional de Prevencion y Control (PNPC) de las IRAs del Ministerio
de Salud Publica (MINSAP) prioriza la vacunacion anti-influenza anualmente en grupos de
riesgo establecidos, y la aplicacion de la terapia antiviral. Como parte del PNPC de las IRAs, la
vigilancia de laboratorio se encarga de la deteccion de los virus estacionales y las variantes con
potencial pandémico que circulen en el pais. Sin embargo, en Cuba no hay precedentes sobre la
caracterizacion genética de los virus influenza, la cual aporta datos de utilidad con vistas a
fortalecer el PNPC de las IRAs. Entre los objetivos de la caracterizacion genética podemos citar:
seguir la evolucion de las diferentes variantes genéticas en el tiempo, detectar la emergencia de
resistencia a las drogas antivirales, detectar marcadores virales o del hospedero asociados a la
severidad de la enfermedad y determinar la analogia genética de los virus circulantes con las

cepas de la vacuna estacional.

La vigilancia de laboratorio permiti6 la deteccion del virus influenza A(HLIN1)pdmQ9 en Cuba
durante el mes de abril del afio 2009 (19). Durante los meses de abril a diciembre del afio 2009,
se produjo un incremento del nimero de casos notificados con IRAG y de fallecidos por el virus
influenza A(H1IN1)pdmO9. Llamativamente, en el grupo de pacientes que no rebasaba los 55 afios
de edad se produjo con mayor frecuencia una IRAG (67,2%) o un fallecimiento (71.8%), segln
datos obtenidos del Registro de Datos del LNRI.

En este contexto se desarrolla el presente trabajo, donde se pretende identificar la circulacion de
variantes genéticas de los virus influenza A y B en Cuba. Ademas, debido al impacto de la
pandemia del afio 2009 sobre la poblacion adulta joven, se considerd necesario indagar acerca de
posibles factores de la respuesta inmune innata del hospedero relacionados a este
comportamiento. Por Gltimo, se decidio caracterizar los patrones de resistencia a las drogas
antivirales, considerando su aplicacion para el desarrollo de las politicas de tratamiento de las

epidemias estacionales y de los planes de preparacion anti-pandémicos.
1.2 Hipdtesis de trabajo

Los virus influenza A y B durante el periodo 2006-2010 en Cuba evolucionan hacia variantes
genéticas diferentes, algunas producen la forma severa de la enfermedad relacionada a factores
virales y/o del hospedero, y otras resultan resistentes a las drogas antivirales.



1.3 Objetivos
General:

Proporcionar evidencias de la circulacion de variantes geneticas de los virus influenza A 'y B en
Cuba durante el periodo 2006-2010, y de la relacion entre la forma severa de la enfermedad
producida por algunas variantes con factores del hospedero.

Especificos:

1. Determinar la circulacion de variantes genéticas de los virus influenza A y B durante el

periodo de estudio.

2. Determinar la relacion de los niveles de expresion del ARN de IL-1p, IL-8, RANTES y el
TLR-2 y la presencia del CCR5A32, con la forma severa de la enfermedad producida por
el virus influenza A(HLN1)pdmQ9 en abril-diciembre/20009.

3. ldentificar la circulacion de variantes de los virus influenza resistentes a los bloqueadores

del canal M2 y a los inhibidores de la neuraminidasa en el periodo de estudio.

1.4 Novedad Cientifica

e Por primera vez en Cuba se realizo la caracterizacion molecular del gen de la hemaglutinina
de los virus influenza lo que demostrd su evolucion a diferentes variantes genéticas, algunas de
ellas divergentes con las cepas de la vacuna anti-influenza.

e Por primera vez en Cuba se realizé la caracterizacion molecular de los genes de la matriz y de
la neuraminidasa de los virus influenza, lo que permitié detectar la circulacién de variantes con
los marcadores de resistencia a los blogueadores del canal M2 o a los inhibidores de la
neuraminidasa.

e La caracterizacion molecular del virus pandémico en Cuba, aportd conocimientos a nivel
nacional e internacional sobre la evolucion de este agente nuevo en la poblacion humana.

e La relacion entre los niveles de expresion elevados de RANTES y el TLR-2 con la severidad
de la enfermedad producida por el virus pandémico aportd nuevos conocimientos sobre la

inmunopatogenia de la enfermedad, relacionados a la interaccion virus-hospedero.



1.5 Valor tedrico y practico

e Los resultados obtenidos a partir de la caracterizacion de la HA de los virus influenza,
contribuyeron a establecer la evolucién y la circulacion de variantes virales divergentes con las
cepas de la vacuna estacional en el periodo de estudio. Este resultado demostr6 la necesidad de
sistematizar la vigilancia molecular de los virus influenza para detectar la posible emergencia de
variantes genéticamente divergentes con las cepas de la vacuna.

e La emergencia de variantes genéticas de virus influenza resistentes a las drogas antivirales,
demostrd la importancia de este tipo de estudio como parte de la vigilancia estacional. Este
resultado aportd criterios de laboratorio Gtiles para la actualizacion de las politicas de tratamiento
y prevencion por parte del MINSAP, y demostré la necesidad de disefiar nuevas drogas
antivirales.

e Los resultados obtenidos sobre la relacion de los niveles de expresion de algunos
determinantes de la respuesta inmune con la severidad de la enfermedad producida por el virus
influenza A(HLN1)pdmO09, contribuyen al conocimiento de la interaccion virus-hospedero en
relacion a la identificacion de posibles dianas terapéuticas para prevenir o disminuir las
complicaciones de esta enfermedad.

e Los resultados obtenidos orientan hacia la necesidad de mejorar e incrementar la vigilancia de
los virus influenza.

e Los resultados presentados en esta investigacion cuentan con reconocimientos entre los que se
destacan: Un Logro de la Academia de Ciencias de Cuba, un Resultado Relevante institucional,
un Premio en el Forum Provincial de Ciencia y Técnica, un Premio Anual de la Salud en la
categoria de articulo cientifico, un Premio Anual en la categoria de investigaciones de sistemas y
servicios de Salud. Al mismo tiempo, forman parte de seis publicaciones y nueve presentaciones
en siete eventos cientificos. Estos resultados también han formado parte de dos Tesis de Maestria

en Virologia y una Tesis de Especialista en Inmunologia.






I1. REVISION BIBLIOGRAFICA
11.1 Los virus influenza. Clasificacion y nomenclatura.

Los virus influenza tipo A, B y C, representan tres de los cinco géneros que conforman la familia
Orthomyxoviridae. Los estudios de secuenciacion han demostrado que estos virus comparten un
ancestro genético comun. Sin embargo, también divergen genéticamente, detectandose el
reordenamiento viral (intercambio de segmentos del ARN viral) dentro de cada tipo, no
ocurriendo asi entre tipos. Los virus influenza A son los mas variables, pueden caracterizarse por

el subtipo de sus glicoproteinas de superficie, la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA).

La nomenclatura para estos virus es homogénea, e incluye el tipo de virus, la especie a partir de
la cual fue aislado (si no es humano), lugar en el que fue aislado, nimero de aislamiento, afio de
aislamiento, y el subtipo de HA y NA (solo para los virus influenza A). Existen varios subtipos
circulantes de los virus influenza A que son genéticamente diferentes (17 para la HA y 10 para la
NA), aunque solo tres subtipos de HA (H1-H3) y dos de NA (N1-2), causan epidemias
caracterizadas por una diseminacion sostenida y con trasmision persona-persona muy elevada
(20-22).

11.2 Organizacion y estructura del virus.

Los virus influenza A y B son indistinguibles por microscopia electrénica, se observan como
particulas esféricas o filamentosas. Los virus influenza A estan cubiertos por las glicoproteinas
HA y NA en una proporcion aproximada de cuatro a uno, proyectdndose desde la membrana
lipidica derivada de la membrana de la célula hospedera (20). Un numero pequefio de canales
ionicos conformados por la proteina matriz 2 (M2) atraviesan la envoltura lipidica, con una
proporcién de un canal M2 por cada 10" a 10° moléculas de HA (23). La envoltura y sus tres
proteinas integrales de membrana (HA, NA y M2), recubren a la proteina
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matriz M1, la cual encierra al nucleo del virion (Figura 11.1). Por debajo de la M1 se encuentran

la proteina de exportacion nuclear (NEP o NS2, del inglés, nuclear export protein or nonstructural

protein 2) y el complejo de ribonucleoproteina (RNP, del inglés, ribonucleoprotein), esta formado

por los segmentos del ARN viral cubiertos por la nucleoproteina (NP, del inglés, nucleoprotein) y
la polimerasa heterotrimérica ARN polimerasa-ARN dependiente, compuesta por dos

subunidades de polimerasa basica (PB1 y PB2, del inglés, polymerase basic) y una de polimerasa

acida (PA, del inglés, polymerase acidic).
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Figura I1.1. Esquema de la estructura de los virus influenza. FUENTE: tomada de Nat Struct
Mol Biol. 2009 Mar;16(3):234.

La organizacion de los virus influenza B es similar, con 4 proteinas de envoltura: HA, NA, y en
lugar de la M2 estan la proteina matriz codificada por un marco de lectura alternativo -1 del

segmento 6 (NB, del inglés, matrix protein in a —1 alternate reading frame) y la proteina de

membrana codificada por un marco de lectura alternativo +2 del segmento 7 (BM2, del inglés,

membrane protein in a +2 alternate reading frame). Los virus influenza C son estructuralmente

diferentes de los virus influenza A y B. Pueden formar estructuras parecidas a largos cordones
(en el orden de los 500um) sobre la superficie de las células infectadas. Sin embargo, desde el
punto de vista de su composicion, los virus influenza C son similares, con una envoltura lipidica

cubierta por glicoproteinas que reviste a la proteina matriz y al complejo RNP. Los virus
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influenza C solo tienen una glicoproteina de superficie llamada proteina de fusion hemaglutinina-

esterasa (HEF, del inglés, hemagglutinin—esterase-fusion), la cual se corresponde funcionalmente

a la HA y la NA de los virus influenza A y B, y una proteina menor de envoltura (CM2, del

inglés, minor envelope protein) (20).

11.3 Genoma y proteinas virales.

El genoma de los virus influenza A y B estd compuesto por ocho segmentos de ARN, el de los
virus influenza C solo incluye siete segmentos. La tabla 11.1 muestra las proteinas producidas a

partir de cada uno de los segmentos y sus funciones.

Tabla I1.1. Segmentos gendmicos de los virus influenza A y proteinas que codifican.

Proteina Longitud L .
Segmento oS Funcion de la proteina
(s) (aminoécidos)
PB2 759 Subunidad polimerasa: reconocimiento de la caperuza
1
del ARNm
PB1 757 Subunidad polimerasa: alargamiento del ARN,
2 actividad endonucleasa
PB1-F2 87 Actividad pro-apoptética
3 PA 716 Subunidad de la polimerasa: actividad proteasa
4 HA 550 Glicoproteina de superficie: antigeno principal, union
a receptor y actividad de fusion
5 NP 498 Proteina de union al ARN: regulacion de la
importacion nuclear
6 NA 454 Glicoproteina de superficie: actividad sialidasa,
liberacion del virus
M1 252 Proteina matriz: interaccién con la RNP viral,
7 regulacion de la exportacion nuclear, gemacion viral
M2 97 Canal idnico: desnudamiento viral y ensamblaje
NS1 230 Proteina antagonista del interferon: regulacion de la
8 expresion génica del hospedero
NEP/NS2 121 Exportacién nuclear del ARN

Los ocho segmentos del genoma de los virus influenza A y B (y los siete segmentos de los virus
influenza C) se enumeran en orden decreciente respecto a sus longitudes. En los virus influenza
A y B los segmentos 1, 3, 4 y 5 codifican para una sola proteina (PB2, PA, HA y NP,
respectivamente). EIl segmento 2 de todos los virus influenza codifica para la subunidad de la
polimerasa PB1. En algunas cepas de los virus influenza A, este segmento codifica también para

la pequefia proteina accesoria PB1-F2 con actividad pro-apoptotica, mediante un marco de lectura
8



alternativo +1. En los virus influenza B y C no se han encontrado proteinas analogas a la PB1-F2
(24).

Por otro lado, el segmento 6 de los virus influenza A codifica solo para la proteina NA. En los
virus influenza B codifica para la proteina NA, y mediante un marco de lectura alternativo -1 para
la proteina matriz NB, la cual es una proteina integral de membrana equivalente a la M2 de los
virus influenza A (25).

El segmento 7 de los virus influenza A y B codifica para la proteina matriz M1. Este segmento
también codifica para el canal iénico M2 de los virus influenza A, mediante un mecanismo de
empalme de ARN (26). Para los virus influenza B, codifica la proteina de membrana BM2 en un
marco de lectura alternativo +2 (27, 28).

El segmento 8 de los virus influenza A y B expresa la proteina NS1 (29-31) que es antagonista
del interferon (IFN), y mediante un mecanismo de empalme de ARN codifica para la proteina
NEP. Esta ultima, estd involucrada en la exportacion del ARN desde el nicleo de la célula
hospedera. La organizacion del genoma de los virus influenza C es similar a la de los virus
influenza A y B de forma general, aunque su proteina HEF reemplaza a las proteinas HA y NA
(32, 33).

11.4 Replicacion de los virus influenza.
11.4.1 Unidn al receptor celular.

Los virus influenza se unen al acido N-acetilneuraminico (sialico) que estd presente sobre la
superficie de la célula hospedera, para iniciar su replicacion (Figura 11.2). El acido sialico (AS) se
encuentra en diferentes tipos celulares y especies animales. El carbono-2 (C-2) del extremo
terminal del AS puede enlazarse con el carbono-3 (C-3) o con el carbono-6 (C-6) de la galactosa,
formando puentes de union a2,3-AS o a2,6-AS, lo que origina configuraciones estéricas Unicas
del acido sialico terminal. La HA que esta en la superficie de los virus influenza se une al &cido
sialico, en funcion de su especificidad preferencial por los enlaces 02,3-AS o a2,6-AS. Los

enlaces a2,6-AS predominan en las células epiteliales de la trdquea de los humanos, mientras que



los enlaces 02,3-AS son mas comunes en el epitelio intestinal de los patos. Sin embargo, el &cido
sidlico con enlace terminal a2,3-AS, también estd presente en el epitelio del tracto respiratorio
(TR) de los humanos, aunque en proporciones menores que las uniones terminales a2,6-AS (34,
35). Consecuentemente, los humanos y otros primates pueden infectarse con los virus influenza

aviar, aunque con una eficiencia mas baja que la de las cepas que circulan en el humano (36).
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Figura 11.2. Esquema del ciclo replicativo de los virus influenza. FUENTE: tomada de Nat
Biotechnol. 2010 Mar;28(3):239.

Durante la replicacion viral las serino-proteasas escinden la HA en las subunidades HA1 y HA2,
modificacion post-traduccional necesaria para la infectividad del virus. La subunidad HA2 media
la fusion de la envoltura viral con la membrana celular, mientras que la subunidad HAL presenta

los sitios de unidn al receptor y los sitios antigénicos (37).
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11.4.2 Penetracion y desnudamiento del virus.

Después que la proteina HA (HEF para los virus influenza C) se enlaza con el acido sialico, el
virus es endocitado (Figura 11.2). EI pH bajo activa un cambio conformacional en la proteina HA,
se expone el péptido de fusidn y se une la envoltura viral con la membrana endosomal, y se abre

un poro a través del cual se liberan las RNPs al citoplasma de la célula hospedera (38).

Los iones hidrogeno del endosoma penetran al interior de la particula viral a traves del canal
ionico M2. Esta proteina constituye la diana de la amantadina, lo que impide el desnudamiento
del virus mediante el bloqueo de la actividad del canal (39-41). La acidificacion del interior de la
particula de los virus influenza interrumpe las interacciones internas proteina-proteina, lo que

permite la liberacion de las RNPs virales desde la matriz viral hacia el citoplasma celular (42).
11.4.3 Sintesis de ARN viral y proteinas virales.

Las RNPs se transportan hacia el nucleo de la célula hospedera a través de sefiales de localizacion

nuclear para proteinas virales (NLSs, del inglés, nuclear localization signals) (43). El proceso de

sintesis de todos los ARN de los virus influenza ocurre en el nucleo de la célula. La ARN
polimerasa-ARN dependiente del virus, utiliza los ARNv de sentido negativo como moldes para
sintetizar dos especies de ARN de sentido positivo: ARNmM moldes para la sintesis de proteinas
virales y ARN complementario (ARNCc) intermediario, a partir de los cuales la ARN polimerasa
transcribe mas copias de ARNv gendémico de sentido negativo. EI ARNm poliadenilado y con
caperuza se exporta para su traduccién en el citoplasma. La proteina M1 interactia con el ARNv
y la NP y los transporta hacia el citoplasma de la célula. La exportacion de M1-RNP hacia el

citoplasma a través de los poros nucleares, ocurre cuando M1 se asocia con la NEP (43).

A continuacion, las proteinas HA, NA y M2 se sintetizan a partir del ARNm de origen viral en
los ribosomas asociados a las membranas del reticulo endoplasmético, donde se pliegan y
transportan hacia el aparato de Golgi para las modificaciones post-traduccionales. Las tres
proteinas tienen sefiales de tipo apical lo que hace que posteriormente se dirijan hacia la
membrana de la célula para el ensamblaje de la particula viral. Aunque se conoce muy poco

acerca de la traduccion y disposicion de las proteinas que no son de la envoltura viral, se piensa
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que la M1 interviene estableciendo el contacto del complejo RNP-NEP con las proteinas de la
envoltura HA, NA y M2, para el empaquetamiento en la membrana de la célula hospedera (44).

11.4.4 Empaquetamiento del ARN y ensamblaje del virus.

Anteriormente se consideraba que el empaquetamiento del ARNv era un proceso totalmente
arbitrario. Sin embargo, existen evidencias que sugieren que el empaqguetamiento es un proceso
mas selectivo, en el que hay sefiales discretas de empaquetamiento en los segmentos de ARNv
que aseguran que se incorpore un juego de genoma completo a la mayoria de las particulas

virales nuevas (45, 46).
11.4.5 Liberacion del virus.

La gemacion del virus ocurre a través de la membrana celular y se inicia por la acumulacion de la
proteina M1 en la cara citoplasmatica de la bicapa lipidica. Las espiculas de HA unen las
particulas virales nacientes a los residuos de &cido sialico en la superficie de la célula hasta que se
liberan por la actividad sialidasa de la proteina viral NA. Esta proteina viral también elimina los
residuos de &cido sialico de la envoltura del virus, evitando la agregacion de las particulas virales
(47). También se piensa que la NA favorece a la infectividad del virus mediante la ruptura de las
mucinas en las secreciones del TR, lo que permite al virus su penetracion a través del epitelio

respiratorio (48).
I1. 5 Epidemiologia de los virus influenza.

Los virus influenza causan infecciones zoondticas y se adaptan a los humanos, contribuyendo a la
transmision sostenida y a la emergencia de virus nuevos. Los mecanismos a través de los cuales
los virus evolucionan en un hospedero, causan infecciones zoondticas y se adaptan a especies

nuevas, permanecen sin ser esclarecidos (49).

El impacto de la Influenza pandémica y estacional, se evalud con los registros publicos
disponibles. Asi comenzd a reconocerse que ciertos grupos poblacionales presentan un riesgo
mayor de padecer complicaciones durante la infeccidn con los virus influenza. En ese tiempo, se
desarrollaron métodos que se utilizan en la actualidad, como el uso de la mortalidad causada por
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la Influenza y neumonia (I-N) para medir su efecto sobre los brotes y las muertes. Esto permitio
esclarecer el efecto de la pandemia del afio 1918 sobre la mortalidad, debido a que en aquellos
momentos no fue posible aislar o identificar a los virus influenza (50, 51). Los datos obtenidos
demostraron que durante la pandemia del afio 1918, se produjo un elevado numero de fallecidos
en adultos jovenes, a diferencia de los patrones descritos para la Influenza estacional. Las
caracteristicas inusuales de la pandemia del afio 1918, se confirmaron al ver que los patrones de
mortalidad de las pandemias de 1957 y 1968 se asemejaron mas al patréon de la Influenza
estacional, con un numero de casos fatales mayor en las edades extremas de la vida y en los

grupos de riesgo (6, 52).
11.5.1 Estacionalidad.

El como y por qué la estacionalidad de los virus influenza varia con las latitudes permanecen
desconocidos (53). Los brotes localizados de Influenza estacional ocurren también durante los
afios inter-pandémicos, de forma particular cuando las cepas del virus irrumpen en las
comunidades donde la poblacion tiene una inmunidad preexistente baja o nula frente al virus

circulante. Sin embargo, las causas de la estacionalidad no se han esclarecido adn.

En los climas templados, la circulacion de los virus influenza a cualquier nivel de intensidad se
caracteriza por la estacionalidad. En estas regiones, la enfermedad esta presente en niveles bajos
durante todo el afio, con un incremento estacional tipico durante los meses de invierno (54). El
hecho de que en estas regiones los virus influenza sigan un patrén estacional, hace posible la
estimacion del impacto de la Influenza sin la identificacion del total de personas infectadas
utilizando técnicas de laboratorio (55). A pesar de estos conocimientos, es necesario sefialar que a

veces no es posible detectar el maximo de la transmision viral.

En las regiones donde no existe una temporada invernal definida, los patrones de transmision son
diferentes. En estas regiones, por lo general coinciden el momento de circulacion maxima de los
virus con la época de lluvias (56). En los paises tropicales, se detectan casos esporadicos de
infeccion por los virus influenza durante todo el afio y se incrementan en los periodos lluviosos,
aunque no se ha encontrado una asociacion de forma convincente con las condiciones

ambientales (49, 57, 58). Sin embargo, esta observacién no esta en concordancia con algunos
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estudios experimentales realizados en animales, donde se demostré que la transmision esta
favorecida en ambientes secos (59). Es posible que otros factores, ademas de los climaticos, estén
involucrados en la transmision (vacaciones escolares, hacinamiento, reuniones publicas). Este
comportamiento de la estacionalidad de la Influenza en los trdpicos, dificulta conocer el
verdadero impacto de la enfermedad (60). De hecho, hasta el momento en que se iniciaron los
estudios viroldgicos en estas regiones, se asumid que la Influenza era una enfermedad de los
climas mas frios, aunque las evidencias apuntaron lo contrario. Estos estudios permitieron apoyar
con evidencias virologicas que el impacto de la Influenza es tan elevado como en las regiones
templadas, aunque con una ocurrencia mas difundida a lo largo del afio. Estas conclusiones tienen
implicaciones obvias en términos del uso de vacunas en partes muy pobladas del mundo, donde

la inmunizacién no fue tan utilizada hasta el presente (56, 60).
11.5.2 Deriva antigénica y salto antigénico.

Los virus influenza A y B son evolutivamente dinamicos, aunque la tasa de mutaciones de los
virus influenza A es mayor (4x107 sustituciones nucleotidicas por sitio por afio) que la de los
virus influenza B (2x107 sustituciones nucleotidicas por sitio por afio) (61). En estos virus se
producen mutaciones que originan cambios de aminoacidos en las regiones antigénicas de las
glicoproteinas de superficie HA y NA y ofrecen ventajas selectivas a las cepas virales a través de
la evasion de la inmunidad preexistente. A estas mutaciones se les denominé como “deriva

antigénica” y ocurren tanto en los virus influenza A como influenza B (3).

La coinfeccion de una célula del hospedero con virus diferentes puede originar una progenie viral
cuyo genoma va estar formado por segmentos de los virus parentales. Cuando en este proceso se
introduce un subtipo nuevo de HA y/o NA en la poblaciéon humana se denomina “salto
antigénico”. El salto antigénico también ocurre a traves de la transmision directa de un subtipo
nuevo de los virus influenza desde un reservorio animal al humano. Los subtipos nuevos son
inmunolégicamente diferentes a las cepas que circularon previamente, produciendo tasas de

infeccion muy elevadas en una poblacién inmunolégicamente virgen y originando pandemias (3).
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11.5.3 Historia de las pandemias.

El origen de una cepa de virus pandémico, se produce cuando un virus aviar se reordena con un
virus humano durante la co-infeccion en un mamifero infectado, o cuando un virus animal se
logra transmitir de una forma eficiente entre humanos y es capaz de producir la enfermedad (62).
Para lograr un entendimiento completo de las pandemias es necesario contar con el aislamiento
del virus que las origina, hecho que no ocurrio hasta el afio 1957. El virus pandémico del afio
1918 fue reconstruido utilizando una aproximacion “arqueo-virologica”, sin embargo, los
subtipos o la composicién genética de los virus pandémicos antes de ese afio permanecen
desconocidos (63). Todos los virus pandémicos desde el afio 1918 contienen segmentos de genes

derivados del virus de ese afio (Figura 11.3) (64).
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Figura 11.3. Relaciones genéticas entre los virus influenza humanos y porcinos relevantes, 1918-2009.
Lineas grises: fuente de uno 0 mas segmentos génicos a partir de la mezcla de genes de los virus influenza
aviar. Flechas rojas discontinuas: periodo sin circulacion de HIN1 en humanos. Flechas rojas sélidas:
rutas evolutivas de los linajes humanos de los virus influenza A. Flechas negras sélidas: rutas evolutivas
de los linajes aviares de los virus influenza A. Flecha de negra a roja: origen de HIN1pdmQ9. Flechas
negras discontinuas: infecciones en el humano con los virus influenza A de origen porcino. FUENTE:
tomada de Cell Host & Microbe 7, June 17, 2010; modificada: extendida hasta el afio 2010.
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11.5.3.1 El virus pandémico del afio 1918.

De todas las pandemias documentadas en la historia, la Influenza “Espafiola” fue la mas
devastadora, con un estimado de méas de 50 millones de personas fallecidas (65). La
reconstruccion del genoma viral obtenido a partir de los tejidos de numerosas victimas demostrd
que el agente causal fue un virus influenza A(H1N1) de origen aviar (66, 67). Las caracteristicas
epidemioldgicas de esta pandemia no tienen precedentes. Se observo la aparicién de tres olas
pandémicas en el primer afio, con una curva de mortalidad en funcion de la edad con forma de

“W” con un maximo inexplicado en el grupo de adultos jovenes saludables (68).

Alrededor del afio 1920 el virus comenz6 a circular con un patrén de intermitencias estacionales,
hasta que experiment6 una deriva antigénica 40 afios después. Cuando surgio la pandemia del afio
1957, el virus influenza A(H1N1) desparecid de la circulacion. Sin embargo, en el afio 1977, se
reincorporé a la circulaciéon y causé una pandemia de impacto leve que afecto principalmente a

los menores de 20 afios de edad (64).

A partir de ese momento, se mantuvo co-circulando globalmente junto al virus influenza
A(H3N2) descendiente de la pandemia del afio 1968. Sin embargo, en el afio 2010 el linaje del
afio 1918 fue desplazado de la circulacion por el virus pandémico influenza A(HLIN1)pdmQ9 que
continué co-circulando con el virus influenza A(H3N2) (64). Es importante resaltar que los
descendientes del linaje del virus influenza A(H1N1) del afio 1918 se han mantenido circulando
tanto en humanos como en animales desde ese entonces, y en los Gltimos 50 afios, el virus
original y su progenie han sido donantes de genes a los nuevos virus causantes de pandemias,
epidemias y epizootias (Figura 11.3). De hecho, el virus influenza A(H1IN1)pdmO09 asociado a la
recién concluida pandemia, se considera como la cuarta generacion descendiente de ese linaje
(64).

11.5.3.2 El virus pandémico de 1957-58.

El virus pandémico influenza A(H2N2) “Asiatico” que emergiéo en el afio 1957 fue un
descendiente lineal del virus pandémico del afio 1918. Este virus adquirid tres segmentos de
genes nuevos (H2, N2 y PB1) a través del reordenamiento con un virus aviar desconocido (figura
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11.3) (69, 70). Durante la pandemia murieron méas de un millén de personas en todo el mundo.
Aunque esta pandemia ocurrié en una época en la que la virologia experimental de la Influenza
era una realidad, la identidad del hospedero en el cual ocurrieron el o los eventos de
reordenamiento permanece sin identificar. Aunque desde el punto de vista clinico y anatomo-
patolégico el comportamiento fue similar a la pandemia del afio 1918, no se manifestaron las
caracteristicas epidemiolodgicas inusuales de esta Ultima (forma de “W” de la curva mortalidad-
edad). De forma similar a lo ocurrido con virus del afio 1918, se convirtidé en un virus
estacionalmente endémico y esporadico durante un periodo de 11 afios, después del cual

desaparecio de la circulacion (71).
11.5.3.3 El virus pandémico de 1968.

Al igual que las pandemias que le precedieron, el virus influenza A(H3N2) de “Hong Kong”
responsable de la pandemia del afio 1968, se origind por un evento de reordenamiento entre el
virus influenza A(H2N2) circulante en los humanos y un virus influenza A de origen aviar. Este
virus influenza A(H3N2) adquirié una nueva HA (subtipo H3) y el segmento del gen PB1 (Figura
11.3) (69, 70). ElI segmento de la NA proviene del virus influenza A(H2N2) del afio 1957,
mientras que el linaje influenza A(H1N1) del afio 1918 aporto cinco segmentos: PB2, PA, NP, M
y NS. La pandemia del afio 1968 fue mas leve en cuanto a su impacto en la mortalidad ya que
aproximadamente fallecieron medio millon de personas en todo el mundo. En algunas
comunidades se registraron menos muertes que se produjeron en periodos interpandémicos (64).
Se ha sugerido que este comportamiento se debio a que el virus pandémico influenza A(H3N2)
del afio 1968, conservé la N2 que circulo previamente, lo que redujo la duracion y severidad de la
enfermedad (72). El virus se convirtié répidamente en endémico y estacional y circuld
globalmente durante los Gltimos 42 afios, ocasionando elevadas tasas de morbilidad y mortalidad
(64).

11.5.3.4 El virus pandémico de 1977-78.

La pandemia del afio 1977, se origind por la re-emergencia de un “descendiente” del virus
influenza A(H1N1) del afio 1918 (Figura 11.3). Sin embargo, se refiere con frecuencia como una

pandemia “técnica” que representa un epilogo de la pandemia del afio 1918. Es poco probable
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que los virus influenza A circulen en los humanos durante mas de 20 afios sin la acumulacion de
mutaciones, lo que sugirio que la epidemia del afio 1977 fue el resultado de la liberacién de una
cepa congelada de los afios 1950. Los analisis de genética molecular confirmaron que la cepa del
afio 1977 era muy similar en sus ocho segmentos a las cepas del virus influenza A(HLN1) de
inicios de la década del 50. (73).

11.5.3.5 El virus pandémico de 2009-2010.

La pandemia el afio 2009 fue ocasionada por un nuevo virus influenza A(H1N1) que se origino a
partir de dos virus porcinos no relacionados (14): el porcino “clasico” derivado del virus humano
del afio 1918 y el linaje aviar Europeo influenza A(H1N1) (Figura 11.3) (74). El virus,
denominado influenza A(H1N1)pdmOQ9, obtuvo sus segmentos de los genes NA y M del linaje
aviar Europeo de influenza A(HLN1) y los seis genes restantes (PB2, PB1, PA, HA, NP y NS)
del linaje porcino Norteamericano influenza A(H1N2) triple reordenante. Los segmentos de los
genes HA, NP y NS de este linaje provienen del linaje porcino clasico influenza A(H1N1)
(originado a partir del HIN1 de 1918). PB2 y PA provienen de un virus aviar tipo A, mientras
PB1 procede de un virus influenza A(H3N2) estacional de origen humano y lo obtuvo a partir del
linaje porcino influenza A(H3N2) triple reordenante surgido a finales de la década del 90 (15). Se
desconoce cuando y donde se origind el virus influenza A(H1N1)pdmQ9, asi como la o las
especies en las cuales tuvo lugar el reordenamiento, aunque la evolucién en los cerdos es una
hipotesis muy favorecida. Los analisis de los ancestros comunes mas recientes (TMRCA, del

inglés, time to most recent common ancestor), han sugerido que el virus pandémico estuvo

circulando en los humanos al menos varios meses antes de su deteccién a inicios del afio 2009
(15).

11.5.4 Epidemiologia molecular.

En la actualidad, existen 16 subtipos de HA y 9 de NA de los virus influenza A circulando en las
aves, y dos de HA y NA en los humanos: HIN1 y H3N2. Recientemente se descubrié el subtipo
H17N10 en murciélagos (21, 22). De forma general, los subtipos de HA se clasifican dentro de
dos grupos o linajes segun sus propiedades antigénicas y sus caracteristicas estructurales

principales. En el Grupo 1, que comprende los subgrupos Hla, H1b y H9, se encuentran el
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subtipo H1 que conforma las cepas pandémicas de los afios 1918 y 2009 y las cepas estacionales
de H1, ademas contiene al subtipo H5 que incluye las cepas aviares de influenza A(H5N1)
altamente patogénica (H5N1-1AAP). EI Grupo 2 comprende los subgrupos H3 y H7, y en ellos se
concentran las cepas humanas de H3N2 y las cepas aviares de H7N7 altamente patogénicas
(H7N7-1AAP) respectivamente (75, 76).

Los analisis de diversidad y distribucion filogenética de los virus influenza A maés utilizados,
estdn basados en caracteristicas como regiones, periodos, hospederos y linajes virales. Sin
embargo, no existen estudios detallados dentro de los tipos o subtipos, excepto para los subtipos
H5 y N1. La mayoria de los subtipos de las HA y las NA han evolucionado produciendo
variantes genéticas que definen linajes y sublinajes diferentes, sin embargo, se desconoce cuantos
existen. De forma arbitraria algunos autores designaron los linajes y sublinajes de acuerdo a su
propia apreciacion, donde cada denominacion se realiz6 en funcion de los estudios de evolucion,
ecologia y epidemiologia de los virus influenza y no con el objetivo principal de clasificar. Estas
nomenclaturas han sido calificadas como ambiguas, miscelaneas, autolimitadas y algunas veces

hasta confusas (77).

En el caso de los virus influenza B, desde inicios de la decada de 1980 se dividieron en dos
linajes genética y antigénicamente diferentes: B/Victoria/87 y B/Yamagata/88. El primero
predomind durante la década de los afios 80, y el segundo predomind con una distribucion
geografica amplia durante la década de los afios 90. Desde el afio 2000, ambos linajes co-circulan
en todo el mundo en proporciones variadas y en paises, regiones y momentos diferentes. Como
resultado de la co-circulacion, se produjo la emergencia y diseminacion mundial de una variante
reordenante, con la HA del linaje B/Victoria/87 y la NA del linaje B/Yamagata/88. Todo este
panorama dificulta la prediccion de su prevalencia futura y las recomendaciones para la

composicion de la vacuna (78).

Aungue aun no existe un acuerdo en este tema, los autores realizan con una frecuencia mayor los
andlisis de filogenia de los virus influenza estableciendo las cepas incluidas en las vacunas

estacionales como linajes o cepas de referencia. Actualmente este tipo de estudio es muy
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difundido y se emplea para detectar analogias y divergencias entre los virus circulantes y los que
componen las vacunas estacionales (79-83).

11.6 Determinantes de patogenicidad.

La patogenicidad de los virus influenza se considera como un evento multigénico, determinada

por una combinacion de genes en una cepa del virus en un hospedero especifico (Figura 11.4).

Factores virales NA promueve

liberacién eficiente

progenie viral de
la células infectadas
PB1-F2 induce apoptosis,
promueve crecimiento El genotipo de
bacteriano v achia coma PB1, PB2, PA y NP
antagosnisia del interferdn determina I
competencia en
HA determina unidén replicacién viral
a recepior, fropismo y
antigenicidad dependicnte
de presencia o ausencia
de sitio pilibisico de corte:
* H5N1: PORERRRKKRG
*H7N1: PEIPKR-RRRG
*H1N1: PSIQ----SRG
* HIN3: PEEQ----TRIG NS1 es un antagonista
*H2N2: PQIE--—SRIG del interferén
Factores del hospedero
viduos que son mis Condiciones médicas de base
ceptibles a enfermedad severa que incrementan suceptibilidad:
Ancianos (mayores de 65 afios) = Asma ¥y EPOC
Nifios (menores de 2 afios) - Enfermedad cardiovascular
Gestantes - Obesidad
Inmunocomprometidos - Diabetes
La respuesta inflamatoria
Incrementada ¥ sostenida
comribuye a la severidad

(iros factores del hospedero que pueden influir en la infeccidn viral
por interacciones directas o indirectas con proteinas virales

durante la replicacién

Figura I1.4. Factores virales y del hospedero que influyen en la patogenicidad de los virus
influenza A. FUENTE: tomado de Nat Rev Microbiol. 2011;9:598.
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Sin embargo, existen mutaciones genéticas que potencian varias etapas del ciclo de vida viral,
entre las que se incluyen: la union al receptor celular y penetracion, la transcripcion y traduccion
del genoma, el ensamblaje y liberacion de la particula viral, y la evasion de la respuesta inmune
innata. Estos determinantes de virulencia pueden contribuir al fenotipo altamente patogénico
(AP) en los hospederos que infecta (84, 85). Existen otros factores propios del hospedero que
pueden afectar de forma determinante el desenlace final de la infeccién por los virus influenza (5,

86-88). Algunos de estos factores son mostrados en la figura I1.4.
11.6.1 Factores virales.
11.6.1.1 Proteina hemaglutinina.

El determinante principal de la severidad en la enfermedad producida por los virus influenza, lo
constituye la secuencia de aminoacidos en la que se produce el corte de la HA para hacer
infectiva a la particula viral. Este sitio contiene arginina (R) como Unico aminoacido en las cepas
de los virus influenza de baja patogenicidad, es reconocido por proteasas extracelulares-tipo
tripsina que solo estan presentes en la superficie del tracto gastrointestinal y respiratorio del
hospedero. Sin embargo, el sitio de corte de la HA de los virus IAAP se caracteriza por ser
polibasico. Esto favorece su reconocimiento por proteasas celulares presentes en varios 0rganos.
De esta forma se produce la infeccién viral sistémica debido al incremento de la virulencia,
especialmente en aves y mamiferos pequefios (89). Sin embargo, aunque el virus influenza
A(H1IN1) de la pandemia del afio 1918 no tenia este sitio de corte polibasico, su inoculacion
experimental en animales indujo la forma severa de la enfermedad asociada a niveles elevados de

replicacion viral y citocinas pro-inflamatorias (90).

Otro aspecto a tener en cuenta en el potencial patogénico que induce la HA de los virus influenza,
es su funcion de unidn a los receptores celulares y su participacion en la fusion de las membranas
viral y endosémica. La adaptacion de los virus aviares para reconocer los receptores tipo
humanos (a2,6-AS), se considera un requerimiento para la transmision eficiente entre los
humanos y para el desarrollo de un virus pandémico (91). Los residuos especificos dentro de la
HA que controlan la especificidad por una configuracion determinada del receptor en los virus

influenza humanos y aviares son conocidos, diferenciandose entre los subtipos. La hemaglutinina
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del subtipo H1 con propiedades de unién a los receptores tipo humano (a2,6-AS) contiene
aspartico-190 (D190) y 225 (D225), mientras que la hemaglutinina del subtipo H1 aviar contiene
glutdmico-190 (E190) y glicina-225 (G225). En la hemaglutinina de los subtipos H2 y H3 de los
virus humanos este sitio esta marcado por leucina-226 (L226) y serina-228 (S228), mientras que

en los virus aviares por glutamina-226 (Q226) y G228 (92).

La afinidad de la HA por una configuracion determinada del receptor también afecta la
transmision mediante el control del sitio anatomico de replicacion viral. Tanto los receptores
a2,6-AS como los a2,3-AS pueden encontrarse en el tracto respiratorio humano. Sin embargo,
sus localizaciones son diferentes, la configuracion a2,6-AS se expresa de forma dominante en el
tracto respiratorio superior (TRS), mientras que la configuracion o2,3-AS predomina en el tracto
respiratorio inferior (TRI). Es muy probable que la replicacion del virus en el TRS sea un
requisito para una transmision eficiente y para el inicio de una infeccién productiva en el humano
(93).

11.6.1.2 Proteina neuraminidasa.

Para lograr una replicacion éptima de los virus influenza se requiere de un balance funcional
entre la afinidad de union de la HA al acido sialico y la actividad enzimatica destructora de
receptores de la NA (94). Este balance puede verse afectado por un nimero de eventos tales
como: el reordenamiento, la introduccién en un nuevo hospedero y la terapia antiviral. Los
primeros aislamientos del virus influenza A(H2N2) a partir de humanos durante la pandemia del
afio 1957, demostraron la presencia de la combinacion de una NA (con afinidad por los sustratos
con unién a2,3-AS) y una HA con preferencia por los receptores a2,6-AS. Con los afos, esta N2
adquirié la habilidad de escindir tanto las uniones 02,3-AS como 02,6-AS, adaptandose a
satisfacer la especificidad de receptor de la HA. Esto probablemente brindd una ventaja selectiva

que favorecio la liberacidn eficiente de la superficie celular (95).

Las drogas antivirales también pueden influir en la adaptacion de los virus influenza. El
oseltamivir se une al sitio activo de la NA presente en la superficie de la célula infectada, con lo
que impide la eliminacidon de los residuos de acido sialico lo que provoca la agregacion de virus

(96).
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11.6.1.3 Proteina PB2.

La proteina PB2 de los virus influenza contribuye a la patogenicidad probablemente controlando
de forma directa los niveles de replicacion del ARNv. Se conoce que el rango de hospedero y la
virulencia se afectan por varias sustituciones en la subunidad PB2. En la posicion 627 de la
subunidad PB2, los virus aviares generalmente presentan glutdmico, mientras que casi todos los
virus humanos presentan lisina (K). Cuando el virus aviar influenza A(H5N1) presenta la
mutacion E627K produce una infeccion sistémica letal en los ratones, sin embargo, esta
patogenicidad desaparece para los mamiferos si el residuo permanece siendo glutamico (97). El
mecanismo no esta bien dilucidado, pero esta mutacion afecta la sensibilidad de la temperatura a
la que ocurre la replicacion del ARNv. Esta mutacion también puede afectar la transmision de los
virus influenza: el cambio K627E reduce la transmision de los virus humanos en los cobayos,

posiblemente debido la reduccién en la habilidad de replicarse en el TRS (98).

Otra mutacion en la proteina PB2 que se asocio a un incremento en la virulencia de los virus
influenza en los mamiferos, fue la sustitucion de D por asparagina (N) en la posicion 701
(D701N). Este cambio increment0 las tasas de replicacion y posibilito la localizacion nuclear de
PB2 en las células humanas pero no en las aviares, probablemente facilitando la interaccion de
PB2 con la importina-a (99). Otro aspecto interesante sobre esta proteina se encontro en el virus
influenza A(HIN1)pdmO09, y es que el nuevo virus no tuvo ninguno de los dos cambios
discutidos anteriormente asociados a una patogenicidad elevada, aunque si fueron encontradas

otras mutaciones en sitios compensatorios (S590 y R591) (100).
11.6.1.4 Proteina PB1-F2.

Se ha planteado que la proteina PB1-F2 puede tener una participacion importante en la virulencia
durante la infeccidn por los virus influenza y promoviendo infecciones bacterianas secundarias
(101). Esta proteina también tiene funcidn pro-apoptotica en las células del sistema inmune,
probablemente como resultado de su asociacion con las membranas mitocondriales (24, 101). En
los estudios realizados in vitro, PB1-F2 promueve la actividad de la polimerasa mediante su

unién con la subunidad PB1 de la misma. Sin embargo, el mecanismo que relaciona estas
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funciones moleculares con la patogenicidad de los virus influenza, se encuentra en debate hasta

nuestros dias (102).

Esta demostrado que la proteina PB1-F2 contribuyo a la patogenicidad de las cepas pandémicas
de los afios 1918, 1957 y 1968, asi como también para el virus IAAP H5N1 (103-105). La
incorporacion de la mutacion S66N en la proteina PB1-F2 de los virus IAAP H5N1 vy el
pandémico del afio 1918, result6 en la atenuacion de esos virus en ratones. Ademas, los virus con
la mutacién N66S produjeron un incremento en los titulos virales, en la produccion de citocinas y
en la forma severa de la enfermedad en ratones (103). En el caso del virus influenza
A(H1N1)pdmO09 solo expresd una proteina PB1-F2 truncada de 11 aminodcidos, y aun con la
introduccién de la proteina con las variantes N66 0 S66 en un recombinante, no se favorecio la

virulencia ni la predisposicion a infecciones bacterianas secundarias en ratones o hurones (105).

Por otro lado, la mayoria de los virus influenza aviar expresan esta proteina, sin embargo, una vez
introducidos en humanos o en los cerdos tiende a ser truncada. Esto sugiere que la proteina no
truncada pudiera brindar alguna ventaja selectiva a los virus aviares, la cual se pierde durante la
adaptacion a los mamiferos. Por ultimo, se pudiera concluir que la proteina PB1-F2 solo
contribuye a la virulencia de cepas pandémicas recién derivadas de los reservorios aviares. Su
habilidad de promover virulencia y patogenicidad es especifica de cada cepa y hospedero, y esta
influenciada por otros factores del genoma viral (106).

11.6.1.5 Proteina NS1.

La proteina NS1 es un antagonista del interferon (IFN) (107). En los hospederos infectados por el
virus IAAP H5N1, estd asociada con la induccion de niveles elevados de citocinas pro-
inflamatorias. Aunque esta desregulacion de la respuesta inmune innata se ha asociado con la
fatalidad de la infeccion por H5N1, no se sabe si esté relacionado directamente con la funcion de

la NS1 o por los niveles de replicacion elevados de estos virus (108).

En la proteina NS1 existen residuos especificos de aminoacidos que incrementan la virulencia de
los virus influenza. Los virus IAAP H5N1 que son patogénicos en ratones, contienen glutamico
de forma preferencial al aspartico en la posicion 92 de la NS1 (109). La presencia de E92 en la
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proteina NS1 permite la replicacion viral en presencia de IFN in vitro y se asocié a patogenicidad
en cerdos. De igual forma, un cambio de prolina por serina en la posicion 42 (P42S) resulté en el
incremento sustancial de la virulencia en ratones y en la reduccion de IFN-o/p in vitro (110). Las
sustituciones de leucina por fenilalanina en la posicion 103 (L103F) y de isoleucina por
metionina en la posicion 106 (1106M) en la proteina NS1 de los virus IAAP H5N1, favorecen la
replicacion viral in vitro (111). La region carboxiterminal de la proteina NS1 puede influir en la
patogenicidad debido a la presencia de 4 aminoacidos que integran una region motivo del ligando
PDZ, y aunque no se conoce su funcion exacta en la patogenesis, parece ser independiente del
papel antagdnico de la NS1 para el IFN (112, 113).

11.6.2 Factores del hospedero.
11.6.2.1 Citocinas y quimiocinas proinflamatorias.

Cuando los virus influenza infectan las células epiteliales del TR, se producen una serie de
eventos intracelulares complejos. Para el inicio de estos eventos, es necesario el reconocimiento

de los patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs, del inglés, pathogen-associated

molecular patterns). Los PAMPs (proteinas y los acidos nucleicos virales) interactian con los

receptores de reconocimientos de patrones (PRRs, del inglés, pathogen recognition receptors)

(114). Existen tres clases de PRRs con una funcion importante en el monitoreo de la infeccion

por los virus influenza: receptores tipo toll (TLR, del inglés, Toll-like receptor) 2, 3, 7y 8

(proteinas con un dominio de unién a nucleétidos que contiene regiones repetidas ricas en

leucina), el acido retinoico inducible asociado al gen | (RIG-I, del inglés, retinoic acid-inducible

gene-1), y los receptores tipo NOD (NLRs, del inglés, NOD-like receptor) (115).

Como resultado de la interaccion de los PRRs y los PAMPs se producen las moléculas del
sistema inmune innato, nuestra primera linea de proteccion contra las infecciones, donde
podemos citar al IFN-a/B, las citocinas proinflamatorias y las quimiocinas. Aqui se incluyen las
interleucinas (IL) que son esenciales para la activacion de las células inmunes, y a las proteinas
quimo atrayentes que participan en el reclutamiento de las células inmunes al sitio de infeccion.
La respuesta inmune innata se activa en el transcurso de minutos a horas después de iniciada la

infeccion. Las proteinas secretadas por las células actian colectivamente a nivel local y
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sistémico, para dirigir la expresion de un rango amplio de proteinas que actlan directamente
sobre el virus o estimulan la inflamacion. Sin embargo, la estimulacién excesiva y la falta de
control de la respuesta inmune innata pueden hacer de esta un componente dafiino. Esto puede
contribuir a la virulencia de los virus patogénicos, debido a la infiltracion excesiva de las células

inmunes en los tejidos que causan su destruccion (116).

La respuesta inflamatoria produce un deterioro directo en el tejido e induce sintomas
respiratorios. También dafia al hospedero indirectamente debido a que las células inflamatorias
liberan citocinas pirogénicas que no solo inducen la fiebre, sino que también contribuyen a los
signos y sintomas constitucionales de la influenza. Esta respuesta es protectora en principio, pero
cuando se afecta su balance, como ocurre durante la infeccion con el virus IAAP H5N1, la

superproduccion de citocinas pro-inflamatorias es extremadamente severa e incluso fatal (117).

En los humanos, la infeccién por los virus IAAP produce niveles elevados de la proteina
inducible IFN-y de 10kDa (IP10 o CXCLI10, del inglés, interferon-inducible protein-10), la

proteina quimo atrayente de monocitos (MCP1 o CCL2, del inglés, monocyte chemotactic

protein), 1L-8, IL-6, IL-10 y otras citocinas pro-inflamatorias en el plasma. Estas se correlacionan
con una carga viral elevada en la faringe y una frecuencia mayor de muertes por neumonias
virales (87). Existen otras quimiocinas que también son importantes en la inflamacion inducida
por los virus influenza, entre ellas esta la quimiocina expresada y secretada por las células T
normales reguladas tras la activacion (RANTES o CCLS5, del inglés, regulated upon activiation,

normal T-cell expressed and secreted). RANTES es un quimo atrayente de monocitos, basofilos y
células T, que puede encontrarse en las secreciones nasales de los pacientes afectados por una
infeccion del TRS, ya sea por los virus influenza, parainfluenza, adenovirus o virus sincitial
respiratorio (VSR) (118).

RANTES también participa en la inhibicion de la apoptosis de las células infectadas por los virus
influenza a través de su interaccion con el receptor CCR5. Normalmente, la apoptosis de las
células infectadas es util para la defensa del hospedero. Sin embargo, los macrofagos (MQ)
infectados resisten la muerte celular a través de esta interaccion, con el fin de eliminar las células

apoptoticas de los tejidos infectados. Si este proceso de eliminacion se interrumpe, los patdgenos
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gue permanecen en las células apoptoticas residuales y en los M@ activados, causan un dafio
adicional al tejido (119).

11.6.2.2 Polimorfismo del receptor CCR5.

La respuesta inmune contra los patdgenos, depende del patrén complejo que ocurre durante el
trafico de leucocitos. Este es coordinado por las quimiocinas y sus receptores, elementos que
dirigen a las células mononucleares a través del organismo y originan la respuesta inmune,

aunque también contribuyen a la patogénesis (120, 121).

Entre los receptores de quimiocinas que captaron la atencion en los ultimos afios esta el receptor

tipo 5 para el grupo de quimiocinas CC (CCRS5, del inglés, C-C chemokine receptor type 5). El
CCR5 se expresa en los monocitos y en los linfocitos T (L@T, del inglés, T lymphocyte),

especialmente en las celulas T auxiliadoras tipo 1 (Thl, del inglés, helper T lymphocyte-1). El

gen que codifica para este receptor presenta un polimorfismo genético consistente en la delecion
de 32 pares de bases (CCR5A32) en el marco de lectura abierto, lo que trae como consecuencia
una deficiencia funcional del CCR5 debido a la ausencia de expresion sobre la membrana.
Fenotipicamente, los individuos heterocigdticos expresan una cantidad muy baja del receptor en

comparacion con los individuos homocigoticos de fenotipo salvaje (122).

Un estudio realizado en el afio 2006 revel6 que la condicion homocigotica del CCR5A32 se
asocid con un riesgo mayor de padecer la infeccion por el virus del Nilo occidental (VNO) de
forma sintomatica con un desenlace fatal (123). También se encontraron evidencias de la
participacion de este receptor en la respuesta inmune frente a la infeccion por los virus influenza,
donde se demostro que el reto de ratones deficientes de CCR5 (CCR5-/-) con los virus influenza,
aumento la tasa de mortalidad debido a una neumonia aguda severa (88). En el afio 2005, se
obtuvo el mismo resultado ante el reto en ratones CCR5-/- y RANTES-/- (119). El estudio mas
reciente del CCR5 se realizo con el virus influenza A(HLIN1)pdmQ9, en el mismo se observo una
frecuencia elevada del CCR5A32 heterocigdtico en los pacientes que padecieron la forma maés

severa de la enfermedad, incluso la muerte (124).
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11.7 Glicosilaciones en las proteinas de los virus influenza.

La N-glicosilacion es una de las formas mas comunes de modificacion de las proteinas, a través
de ella se enlaza un nucleo de manosa al nitrogeno de la amida en la asparagina, que se ubica en
el contexto de una region motivo conservada de N-X-S/T (Asparagina-X-Serina/Treonina, donde
X es cualquier aminodcido excepto prolina). Esta modificacion ocurre en las etapas tempranas de
la sintesis proteica, y continua con un proceso complejo de cortes y reformas de oligosacaridos
durante el transito a traves del reticulo endoplasmatico (RE) y el aparato de Golgi (AG). Como
resultado, se obtiene una glicoproteina con una variedad de estructuras de oligosacaridos. Los
virus utilizan este proceso de las células del hospedero para modificar las proteinas presentes en
su superficie, lo que repercute sobre la estabilidad de las glicoproteinas virales, su antigenicidad y
funcién durante la invasion de la célula hospedera. Estas modificaciones al menos provocan dos

cambios fundamentales en el ciclo de vida del virus (104).

En primer lugar, la N-glicosilacion de las proteinas de superficie propicia un plegamiento
adecuado con el subsiguiente trafico mediado por las chaperonas celulares y los factores de
plegamiento. Durante la evolucion viral, se ha visto que la ganancia y pérdida de los sitios de N-
glicosilacién ocurre con cierta facilidad, brindando una diversidad potencial de modificacién, y
una complejidad mayor de las glicoproteinas virales. La alteracién de un sitio o sitios de N-
glicosilacion puede tener un impacto importante en la supervivencia y transmisibilidad del virus.
Los cambios pueden alterar el plegamiento y la conformacion, afectando porciones en toda la

molécula (125).

En segundo lugar, los cambios en la glicosilacién pueden afectar la interaccion de la proteina con
los receptores celulares, hacer del virus una diana mas accesible a los factores innatos de las
células inmunes del hospedero y menos accesible para los anticuerpos. Esto impacta ademas en la
replicacion viral y en la infectividad. Muchos virus que tienen una gran importancia médica
utilizan la glicosilacion para funciones importantes en la patogénesis y en la evasion de la
respuesta inmune, entre ellos se pueden citar: los virus influenza, el VIH, los virus de la hepatitis
y el VNO, entre otros (104, 126).
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En los virus influenza la HA es su glicoproteina principal y constituye la diana de los anticuerpos
para neutralizar la infectividad viral. La acumulacion de una serie de sustituciones de
aminoacidos bajo la presion selectiva de la respuesta inmune del hospedero, produce cambios
antigénicos en la HA de los virus influenza. Las sustituciones de aminoacidos relacionadas con la
aparicion de cadenas de oligosacaridos en la region de la cabeza globular, generan variantes
antigénicas de forma eficiente (127).

Durante cuatro decadas de circulacion del virus influenza A(H3N2) en la poblacion humana,
aumento el nimero de sitios posibles a ser N-glicosilados en la region de la cabeza globular de la
HA (128). La mayoria de las variantes genéticas del virus influenza A(H3N2) en la actualidad
tienen seis o siete regiones potenciales de N-glicosilacién en la cabeza globular de la HA,
mientras que la cepa prototipo A/Hong Kong/1/68 (H3N2) aislada en el afio 1968 tiene solo dos
sitios. Desde su re-emergencia en 1977, el virus influenza A(HL1N1) circulo en la poblacion
humana durante 30 afios. Los aislamientos recientes tienen mas sitios de N-glicosilacion en las
secuencias de sus hemaglutininas que la cepa pandémica A/South Carolina/1/1918 (H1N1) (129).
En contraste, la HA de los virus influenza A(H2N2) no adquirié sitios nuevos de N-glicosilacion
durante el periodo en el que causaron epidemias. Estas observaciones epidemioldgicas llevaron al
planteamiento de la hipotesis de que la adicion de cadenas nuevas de carbohidrato en la HA es un
factor importante para la circulacion sostenida de los virus influenza en la poblacion humana
(128, 130).

Al analizar los cambios en los codones de la cabeza globular de la HA en los ultimos 39 afios, se
observo que se necesitaban de uno a tres cambios nucleotidicos para convertirse en sitio potencial
de N-glicosilacion. De esta forma, los conjuntos de tres codones que necesitaron de una
sustitucion nucleotidica simple, doble o triple, fueron denotados como sitios Candl, Cand2 y
Cand3, respectivamente (131). Se cree que la presencia de los sitios Candl, Cand2 y Cand3 en
las cepas del virus influenza A(H3N2) estacionales facilitd su escape de la neutralizacion por los
anticuerpos generados contra la cepa pandémica de este mismo subtipo, siendo un requisito para
lograr su circulacién continua en la poblacion. Para el caso del virus influenza A(HLN1), la

presencia de estos sitios propicio su evolucién en la poblacion humana (127, 131).
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11.8 Drogas antivirales anti-influenza: Resistencia.

Las drogas antivirales se utilizan con fines profilacticos y terapéuticos durante los eventos
epidémicos estacionales. Adicionalmente, los antivirales son importantes durante el inicio de una
pandemia de diseminacion rapida, debido al tiempo que se necesita para producir cantidades
suficientes de vacunas efectivas. En la actualidad existen dos clases de drogas antivirales
disponibles para el tratamiento y la profilaxis de las infecciones por los virus influenza: los
bloqueadores del canal M2 0 adamantanos (amantadina y rimantadina) y los inhibidores de la NA

(oseltamivir/Tamiflu y zanamivir/Relenza) (132).
11.8.1 Bloqueadores del canal M2.

Los adamantanos interfieren en el desnudamiento viral dentro de la célula hospedera. Estos
compuestos son activos solamente contra los virus influenza A y estan asociados con efectos
toxicos y con la emergencia rapida de variantes virales resistentes a las drogas. Los aislamientos
de virus influenza A resistentes a los adamantanos son genéticamente estables, se transmiten a los
contactos susceptibles y son tan patogénicos como los virus salvajes. Estos pueden excretarse por
periodos de tiempo prolongados en pacientes inmunocomprometidos que reciben esta terapia
antiviral. Esta caracteristica limita el uso de los adamantanos para el tratamiento de la Influenza
(133).

La sustitucion en al menos uno de los cinco residuos del dominio de transmembrana de la
proteina M2 (con frecuencia mayor: L26F, V27A, A30T, S31N, y G34E), confiere resistencia a
los adamantanos (134, 135). Los mutantes resistentes a la amantadina o rimantadina tienen
resistencia cruzada, es decir, el hecho de ser resistente a uno de ellos también produce resistencia
al otro. La mayoria de las variantes resistentes a los adamantanos del virus influenza A(H3N2)
contienen la mutacion S31IN (136-141), mientras que la V27A es més frecuente en el virus
influenza A(HL1N1) estacional (138). Aunque la resistencia emerge espontdneamente en los
pacientes tratados con la droga, las variantes resistentes se transmiten de una persona a otra (142,
143).
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Durante los brotes de Influenza aviar y del sindrome respiratorio agudo severo (SARS, del inglés)
se produjo un incremento en el uso de las drogas antivirales, apareciendo la resistencia a los
adamantanos por primera vez en Asia. Sin embargo, estos factores no explican la diseminacion
continua de los virus resistentes en todo el mundo y su dominancia en un ambiente de presion
selectiva baja o nula debido al uso de la droga. Posteriormente se plante6 que la diseminacion de
los mutantes resistentes fue el resultado de la asociacion con otras mutaciones ventajosas
desconocidas (144).

En los ultimos afios, se observo un incremento en la frecuencia de deteccion de virus influenza
A(H3N2) resistentes a los adamantanos, entre el 2% al 90% en diferentes paises del mundo, todos
asociados a la sustitucion S31N en la proteina viral M2. Durante el periodo 1991-1995, la
resistencia a los adamantanos mostrd una frecuencia global menor que el 1% para el virus
influenza A(H3N2). Sin embargo, en un estudio realizado por Bright y colaboradores que incluyd
secuencias del virus influenza A(H3N2) de todo el mundo durante una década, encontraron que la
incidencia se incrementd hasta el 12% en el afio 2004. Al siguiente afio, el incremento alcanzo el
96%, 72% y 14.5% en China, Korea del Sur y Estados Unidos, respectivamente (136, 140). Con
respecto al virus influenza A(H1N1) estacional, el incremento en los niveles de resistencia a los

adamantanos alcanzaron el 15% en todo el mundo durante el periodo 2005-6 (145).

11.8.2 Inhibidores de la neuraminidasa.

Los inhibidores de la neuraminidasa interfieren con el proceso de liberacion de la progenie de los
virus influenza desde las células infectadas, lo que impide la infeccién de otras células del
hospedero y detiene la diseminacion del virus en el TR. Estos compuestos son efectivos contra
los virus influenza A y B (incluyendo todos los subtipos de los virus influenza A), algo esencial
en la preparacion contra epidemias y pandemias. En contraste con los adamantanos, los INAs se
asocian con niveles bajos de toxicidad, y menor frecuencia de aparicién de resistencia. (133).

Los aminoacidos que rodean al sitio activo de esta enzima e interactlan directamente con el
sustrato son estrictamente conservados en los virus influenza A y B (146). Existen ocho
aminoacidos (R118, D151, R152, R224, E276, R292, R371, y Y406) que se reconocen como

residuos cataliticos debido al contacto directo con el sustrato y su repercusion critica en la
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funcion de la NA. Se han descrito otros diez residuos (E119, R156, W178, S179, D198, 1222,
E227, E277, N294, y E425) que rodean la estructura y estan implicados en la estabilizacion del
sitio activo (147).

La OMS anunci6 un incremento en la circulacion de variantes del virus influenza A(HLN1)
estacional resistentes al oseltamivir en Japon, portadoras de la mutacion H275Y en la NA. El
incremento fue del 3% en la temporada 2007-2008 al 97% durante la temporada 2008-2009
(148).

La frecuencia de aparicion de mutantes resistentes y su transmisibilidad en los virus influenza B
ha sido poco estudiada. Las dos variantes de los virus influenza B con sensibilidad reducida a los
INAs (R152K y D198N), se aislaron a partir de nifios inmunocomprometidos tratados con
oseltamivir (149, 150).

Las sustituciones que se identificaron en la neuraminidasa de los virus resistentes a los INAs en
los humanos, son tipo o subtipo-especificas. Los cambios glutamico por valina en la posicién 119
(E119V), arginina por lisina en la posicion 292 (R292K) y asparagina por serina en la posicion
294 (N294S) ocurren en subtipo N2. La sustitucion histidina por tirosina en la posicion 275
(H275Y) ocurre en el subtipo N1 (tanto para influenza A(H1IN1) como A(H5N1)). Por ultimo, los
cambios R152K y D198N se observan en la NA de los virus influenza B (149-152).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

111.1 Disefio general de la investigacion.

En esta investigacion se realizaron tres estudios para determinar la circulacion de diferentes
variantes genéticas de los virus influenza A y B en Cuba y la relacién de marcadores de la respuesta

inmune del hospedero con la severidad de la enfermedad:

1. Estudio analitico de corte transversal para determinar la circulacion de variantes genéticas de

los virus influenza Ay B en Cuba durante el periodo 2006-2010 (corresponde al objetivo 1).

2. Estudio descriptivo de casos para determinar la relacién de marcadores de la respuesta
inmune con la forma severa de enfermedad producida por el virus influenza A(HIN1)pdm09

en abril-diciembre/2009 (corresponde al objetivo 2).

3. Estudio analitico de corte transversal para determinar la circulacion de variantes genéticas de
los virus influenza resistentes a los bloqueadores del canal M2 y a los inhibidores de la

neuraminidasa durante el periodo 2006-2010 (corresponde al objetivo 3).

111.2 Determinar la circulacion de variantes genéticas de los virus influenza A y B durante

el periodo de estudio. (Estudio 1).

Para determinar la circulacion de variantes genéticas de los virus influenza A y B en Cuba durante
el periodo 2006-2010, se aplicaron técnicas moleculares en la obtencion de secuencias
nucleotidicas para los andlisis filogenéticos.

111.2.1 Muestra.

Se utilizaron 107 muestras clinicas del periodo 2006-2010 diagnosticadas mediante RCP como
positivas a los virus influenza A o B y negativas a otros virus respiratorios (influenza C, adenovirus,

virus sincitial respiratorio A y B, parainfluenza 1-4, enterovirus, rinovirus, coronavirus OC43 y
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229E, bocavirus y metapneumovirus). Las muestras se obtuvieron del Laboratorio Nacional de
Referencia de Influenza (LNRI) del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK).

La distribucion de las muestras positivas a los virus influenza estacionales fue: 22 influenza
A(H3N2), 14 influenza A(H1N1) estacional y 23 influenza B. Las 48 muestras positivas al virus
influenza A(H1IN1)pdm09 que se utilizaron en este estudio, representan cuatro momentos de la
pandemia (Inicio, Ola epidémica 1 (OE-1), OE-2 y Final) (Figura I11.1).

120 OF-1: SE 39-41/2009 OE-2: 5E 13-16/2010

Inicio: SE 18-25/2009

Nimerode muestras positivas
B

Fin: SE 27-34/2010

Semana epidemioldgica

Figura I11.1. Distribucion de las muestras positivas al virus influenza A(H1IN1)pdmQ9 por
semana epidemiologica durante el periodo pandémico. Las barras en rojo se corresponden con los
periodos a los que pertenecen las muestras que se utilizaron.

111.2.2 Extracciéon de ARN.

Para la extraccion del ARN a partir de las muestras de exudado nasofaringeo (ENF) se emple6 una

alicuota de 140pL para cada extraccion, con un volumen de elucion final de 60pL.

Para las muestras de tejido pulmonar, la ruptura y homogenizacion del mismo (5mg) se realizo de

forma automatizada en el TissueLyser Il (QIAGEN, EUA) siguiendo las instrucciones del

fabricante. Se empleé una alicuota de 140uL del homogenato obtenido para el proceso de

extraccion, con un volumen de elucion final de 60uL.

El ARN viral se obtuvo de forma automatizada en el extractor automético QlAcube™ (QIAGEN,
EUA) con el estuche comercial Ql1Aamp® Viral RNA (QIAGEN, EUA) siguiendo las indicaciones

del fabricante.
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111.2.3 TR-RCP anidada para la amplificacion de un segmento de la regiéon HAL de la
hemaglutinina de los virus influenza A(H1IN1), A(H1IN1)pdmQ9, y A(H3N2).

La mezcla de la reaccion se prepard utilizando el estuche comercial OneStep RT-PCR (QIAGEN,

EUA), siguiendo las recomendaciones del fabricante y utilizando los cebadores descritos en la tabla
I11.1, a una concentracion final de 0.4uM en 50uL de volumen final. Se adicionaron 5uL. del ARN
extraido a la mezcla de reaccion (153).

Tabla I11.1. Secuencia de los cebadores que se emplearon para la amplificacion de un segmento de

la region HA1 de la hemaglutinina de los virus influenza A(HLN1) estacional, A(HIN1)pdmOQ9 y
A(H3N2).

Reaccion Cebador Secuencia 5°-3" Tamafio del Referencia
producto (pb)
TR-RCP PHA1+ GGG GTT AGC AAA AGC AGG RG
PHA1- CAW CCR KCI AYC AKI CCW KIC CAI CC
H1+SSEQ CAATAT GTATAG GCTACCATGC 980 (104, 153)
RCP anidada H1-ASEQ CCC TCA ATR AAACCRGCA AT
H3+SSEQ GAC ACC ATG CAG TGC CAA 1100

H3-ASEQ CCCTCCCAACCATITTTCT AT

La reaccion de amplificacién se realiz6 en un equipo de RCP (QANTARUS, Alemania) con las
siguientes condiciones: 30 minutos a 50°C; 15 minutos a 95°C; 40 ciclos de 94°C por 30 segundos,

55°C por 30 segundos y 68°C durante 40 segundos; y 68°C durante 5 minutos.

Posteriormente se realizé la RCP anidada, con una mezcla compuesta por los cebadores descritos en
latabla 111.1 a 0.4uM en 50uL de mezcla, 10uL de solucién tampon 5X (154), 2ulL de una mezcla de
dNTPs a 10mM y 2ul de la enzima Amplitag (Applied Biosystems, EUA). A la mezcla se le

adicionaron 2uL del producto de la primera reaccion (153).

La reaccion de amplificacion se realizo en un equipo de RCP (QANTARUS, Alemania) con las
siguientes condiciones: 15 minutos a 95°C; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos y 68°C durante 40 segundos; y 68°C durante 5 minutos.

Al finalizar la segunda reaccion se mezclaron 8uL del producto amplificado con 2uL de tampén
estabilizador de muestra 6X (EDTA 500mM, glicerol al 10%, azul de bromofenol al 0.01%). Los
productos se detectaron en un gel de agarosa al 2% en tampon TBE 1X (Tris-borato 40mM, EDTA
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2mM pH 8.0) tefiido con Bromuro de Etidio (0,5 mg/mL) (Sigma, EUA). Concluida la electroforesis
que se realizd durante 40 minutos a 120V, el producto amplificado se visualizd en un
transiluminador de luz ultravioleta (Spectroline® Bi-O-VisionTM, Alemania). Se utilizd el
marcador de peso molecular DNA ladder 100bp (PROMEGA, EUA) para comprobar la longitud
esperada del producto (Tabla I11.1).

I11.2.4 TR-RCP anidada para la amplificacion de un segmento de la regiéon HAL de la

hemaglutinina de los virus influenza B.

Los protocolos utilizados en este acapite pertenecen al Laboratorio de Gripe del Instituto de Salud

Carlos 111 de Madrid, Espafia. Se obtuvieron por comunicacion personal.

La mezcla de la primera reaccion se preparé de igual manera que en el acépite 111.2.3, utilizando los
cebadores descritos en la tabla 111.2 a una concentracion final de 0.4uM en 50uL de volumen final.

Se adicionaron SuL del ARN extraido a la mezcla de reaccion.

Tabla I11.2. Secuencia de los cebadores utilizados en las reacciones de amplificacion de un

segmento de la region HA1 de la hemaglutinina de los virus influenza B.

Tamafio del producto

Reaccion Cebador Secuencia 5°-3" (pb) Referencia
TR-RCP B2+ CKTCAAACTCACCYCATGTGG Donados por el
B11- AACCCCTTTCCTTTAATAGTTT Laboratorio de Gripe
RCP anidada B22+ CAAGGGGARGTCAATGTGAC 822 del Instituto de Salud
B22- CAATTTCCTATGGCTTTTGCATG Carlos Ill. Espana.

La reaccion de amplificacién se realiz6 en un equipo de RCP (QANTARUS, Alemania) con las
siguientes condiciones: 45 minutos a 50°C; 15 minutos a 94°C; 45 ciclos de 94°C por 30 segundos,

55°C por 60 segundos y 68°C durante 30 segundos; y 68°C durante 5 minutos.

La RCP anidada se realizo a partir de una mezcla constituida por los cebadores descritos en la tabla
I11.2, con las mismas caracteristicas que la reaccion anidada realizada para los virus influenza A en

el acapite 111.2.3. A la mezcla se le adicionaron 2uL del producto de la primera reaccion.
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La reaccion de amplificacién se realiz6 en un equipo de RCP (QANTARUS, Alemania) con las
siguientes condiciones: 3 minutos a 94°C; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 120

segundos y 72°C durante 30 segundos; y 72°C durante 5 minutos.

Para la visualizacion del producto de la segunda reaccion se procedié como fue descrito en el acapite
11.2.3.

111.2.5 Secuenciacion nucleotidica de un segmento de la region HAL de la hemaglutinina de los

virus influenza Ay B.

111.2.5.1 Purificacién de los productos de RCP.

Los productos de la RCP se purificaron de forma automatizada en el extractor automatico
QIAcube™ (QIAGEN, EUA), con el estuche comercial QIAquick® PCR purification (QIAGEN,
EUA), segun las indicaciones del fabricante.

La calidad de la purificacion se evalu6 mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2%
(acapite 111.2.3). También se estimd la concentracion final del producto purificado mediante

comparacion visual con el marcador de peso molecular DNA ladder 100bp (PROMEGA, EUA).

111.2.5.2 Secuenciacién nucleotidica.

bTM

Para la reaccion de secuencia se utilizo el estuche comercial Genomela Dye Terminador Cycle

Sequencing (Beckman Coulter, EUA), segln las indicaciones del fabricante. Los cebadores que se
emplearon para secuenciar un fragmento de la region HA1 de la HA de los virus influenza A 'y B se
describieron en la reaccion anidada de las tablas 111.1 y 111.2 respectivamente, a una concentracion de
5uM y con una temperatura de hibridacion de 55°C. La concentracion de trabajo de cada uno de los
cebadores fue de SuM. La reaccion de amplificacion se realizo en un equipo de RCP (QANTARUS,
Alemania) con las siguientes condiciones: 40 ciclos de 96°C por 20 segundos, 55°C por 20 segundos

y 60°C durante 4 minutos.

Al concluir la reaccion de secuencia, el producto se purificd segin el estuche comercial

GenomeLab™ Dye Terminador Cycle Sequencing (Beckman Coulter, EUA), siguiendo las

indicaciones del fabricante. Al final, los productos purificados de la reaccion de secuencia se
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resuspendieron en 40ul de formamida y se separaron por electroforesis capilar en un secuenciador

automatico (CEQ 8800 Genetic Analyzer System, EUA).

Las secuencias de los virus estacionales se editaron y ensamblaron en el paquete MEGA 5 v.5.03
(155), utilizando las cepas de referencia de cada temporada obtenidas en la base de genes GenBank
(Anexo 2). Las secuencias cubanas obtenidas en este acapite se publicaron en la base de genes
GenBank y sus numeros de acceso se muestran en el anexo 3. En el caso del virus pandémico
influenza A(H1IN1)pdmO09, la edicién de las secuencias obtenidas a partir de las muestras de
pacientes cubanos, se realizd tomando como referencia la secuencia de la cepa de la vacuna
(A/California/07/2009 (HIN1)pdmO09: FJ966974). Las secuencias cubanas se publicaron en la
base de genes GenBank (Anexo 4).

111.2.5.3 Analisis filogenético.

Se aplico la misma metodologia para los analisis de las secuencias de los virus influenza A 'y B
estacionales. La distancia genética entre las secuencias cubanas y las de referencia se calcul6 con el
programa MEGA 5 v.5.03 mediante el modelo Kimura-2-parametros con un analisis de re-muestreo
(bootstrap, del inglés, re-sampling) de 1 000 réplicas. Los arboles filogenéticos se construyeron con
el programa bioinformatico Mr.Bayes v.3.1.2 (156), con la incorporacion de los modelos de
sustitucion nucleotidica que se determinaron con el programa ModelGenerator v.0.85 (157).
Finalmente, el nimero de generaciones y la frecuencia de muestreo de los datos se fijaron a 5 000
000 y 1 000, respectivamente. Los arboles se visualizaron con el programa bioinformatico
Dendroscope v.2.7.4 (158), cada grupo definido se apoyd estadisticamente con un valor de

Probabilidad Posterior Bayesiana (BPP, del inglés, Bayesian Posterior Probability).

Para el virus influenza A(HIN1)pdmOQ9, la distancia genética se calculd con el mismo
procedimiento que se utilizd para los virus influenza estacionales, se tomd como referencia el
linaje de la vacuna A/California/07/2009 (H1N1)pdmOQ9: FJ966974. El arbol filogenético se
construyd con el programa bioinformatico BEAST v.1.5.4 (159), con la incorporacion de los
modelos de sustitucion nucleotidica que se determinaron mediante el programa ModelGenerator
v.0.85 (157). Finalmente, el nimero de generaciones y la frecuencia de muestreo de los datos se
fijaron a 10 000 000 y 1 000, respectivamente. Para analizar la convergencia de los pardmetros de
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salida se utiliz6 la herramienta Tracer v.1.5. Los arboles de credibilidad maxima de grupos
(MCC, del inglés, Maximum Clade Credidibility) se resumieron utilizando el programa

TreeAnnotator v.1.5.4, después de la eliminacion del 25% de las cadenas. El arbol filogenético se

visualizo en el programa bioinforméatico Dendroscope v.2.7.4 (158). La prediccion de los sitios de
N-glicosilacién, se realiz6 con la herramienta NetNGlyc 1.0 Server disponible en internet (160), a
través de la basqueda de la secuencia de aminoacidos Aspargina-Xaa-Serina/Treonina, donde

Xaa es cualquier aminoacido excepto la Prolina.

111.3 Determinar la relacion de los niveles de expresion del ARN de IL-1p, IL-8, RANTES y
el TLR-2 y la presencia del CCR5A32, con la forma severa de la enfermedad producida por
el virus influenza A(H1N1)pdmO09 en abril-diciembre/2009. (Estudio 2).

Para determinar la relacion de marcadores de la respuesta inmune con la forma severa de
enfermedad producida por el virus influenza A(HIN1)pdmO09 en abril-diciembre/2009, se aplicaron
técnicas moleculares de identificacion y cuantificacion relativa. Durante los primeros meses de la
pandemia (abril-diciembre/2009), en Cuba se registré un incremento inusual de las IRAGs y los
fallecimientos producidos por el virus influenza A(H1IN1)pdmQ9 en los pacientes de hasta 55
afios de edad. Este comportamiento no es tipico durante la Influenza estacional, donde la relacion
entre la edad y la mortalidad asociada I-N muestra tipicamente forma de “U”, indicando un

riesgo mayor para las edades extremas de la vida (7).

111.3.1 Muestra.

Se utilizaron muestras diagnosticadas mediante RCP como positivas al virus influenza
A(HIN1)pdmO09 y negativas a otros virus respiratorios (influenza C, adenovirus, virus sincitial
respiratorio A y B, parainfluenza 1-4, enterovirus, rinovirus, coronavirus OC43 y 229E,

bocavirus y metapneumovirus). Las muestras se obtuvieron del LNRI del IPK.

En este objetivo se utilizd la clasificacion de ETI, IRAG y fallecido, realizada por el médico de
asistencia segun las definiciones de la OMS referentes a la severidad de la enfermedad producida
por el virus influenza A(H1N1)pdm09 (161). Se utilizaron 76 muestras (ETI=9; IRAG=43;
Fallecidos=24) pertenecientes al periodo abril-diciembre/2009 (Figura 111.2). Como controles
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negativos se incluyeron diez muestras de exudado nasofaringeo provenientes de individuos sanos
y cinco de tejido pulmonar de fallecidos, negativas a influenza (influenza A, B y C) y a otros
virus respiratorios (adenovirus, virus sincitial respiratorio A y B, parainfluenza 1-4, enterovirus,

rinovirus, coronavirus OC43 y 229E, bocavirus y metapneumovirus).

En la figura I11.2 se representd la distribucion de las muestras positivas al virus influenza

A(H1N1)pdmO09, segun su clasificacion en ETI, IRAG o fallecido en el periodo de estudio.
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Figura I11.2. Distribucion de las muestras positivas al virus influenza A(H1IN1)pdmO09 en el
periodo abril-diciembre/2009, clasificadas como ETI, IRAG y Fallecidos.

111.3.2 Extraccion del ARN.
Para la extraccion del ARN se procedid segun lo descrito en el acapite 111.2.2.

111.3.3 Cuantificacion relativa de los niveles de expresion del ARN de IL-1p, IL-8, RANTES

y el TLR-2 en los grupos analizados.

La cuantificacion relativa de la expresion del ARN de IL-1B, IL-8, RANTES y el TLR-2 se
realiz6 en las 76 muestras en estudio y en los controles negativos. El gen de la B-Actina se
emple6 como control interno para normalizar la cantidad de ARN que se adicion6. Como
calibrador para los exudados nasofaringeos se utilizaron las 10 muestras de igual localizacion
anatomica, negativas a los virus influenza y otros virus respiratorios, obtenidas a partir de

individuos sanos. Como calibrador para los tejidos pulmonares, se utilizaron las cinco muestras
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de pulmén, negativas a los virus influenza y otros virus respiratorios. EI cambio en los niveles de
expresion de los genes de las citocinas, quimiocinas y el TLR-2 en las muestras incluidas en el

estudio, se estima relativo a los calibradores mediante el método de Livak (162).
111.3.3.1 TR-RCP en tiempo real semicuantitativa utilizando SYBR Green.

Para la preparacion de la mezcla de reaccion se empleé el estuche comercial QantiFast™ SYBR®

Green TR-RCP (QIAGEN, EUA) segun las indicaciones del fabricante. Los cebadores aparecen

descritos en la tabla I11.3 y se emplearon a una concentracion final de 1uM en 25uL de volumen

final de reaccion.

Tabla I11.3. Secuencia de los cebadores utilizados en las reacciones de amplificacion de la TR-
RCP en tiempo real semicuantitativa.

Gen Cebador Secuencia 5-3" Tamafio del Ref(_aren
producto (pb) cia
~ PBActin+ TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCT
B-Actin g Actin-  CTAGAAGCATTGCGGTGGACGATGGAGGG 600 (163)
ILIp+ AAACAGATGAAGTGCTCCTTCCAGG
IL-1B 4. TGGAGAACACCACTTGTTGCTCCA 300 (164)
IL8+ ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGGCT
IL-8 289 (165)
IL8- TCT CAG CCC TCT TCA AAA ACT TCT C
RANTES+ ATGAAGGTCTCCGCGGCACGCCT
RANTES  pANTES-  CTAGCTCATCTCCAAAGAGTTG 400 (165)
TLR2+ GCCAAAGTCTTGATTGATTGG
TLR-2 318 (166)

TLR2- TTGAAGTTCTCCAGCTCCTG

La reaccion de amplificacion y la cuantificacion relativa se realizd en un equipo de RCP en
tiempo real (ABI PRISM® 7500 FAST, EUA)). Las condiciones de amplificacién se fijaron segin
el manual del estuche comercial: 10 minutos a 50°C; 5 minutos a 95°C; y 40 ciclos de 95°C por
10 segundos, 64°C por 30 segundos. Posteriormente se realizo la curva de disociacion (melting

curve: del inglés) para determinar la especificidad de los productos amplificados.

El nivel de expresion de cada uno de los genes se calculé mediante el método de Livak o 2744
(162) con el programa SDS V. 2.1 (Applied Biosystems, EUA). Los valores se expusieron como

niveles de expresion del ARN diana en la muestra respecto al calibrador (unidades arbitrarias).
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111.3.4 RCP para la deteccion de la delecion A32 del CCR5.
111.3.4.1 Extraccion del ADN.

Los ENF y los tejidos pulmonares se procesaron de manera similar a la metodologia descrita en

el acapite 111.2.2.

El proceso de extraccion del ADN se realizé de forma automatizada en el extractor QlAcube™
(QIAGEN, EUA) con el estuche comercial QlAamp® DNA Mini Kit/250 (QIAGEN, EUA))

segun las indicaciones del fabricante. Para la extraccion se empled una alicuota de 200uL de la

muestra y se obtuvo un volumen de elucién final de 50uL.
111.3.4.2 RCP para la deteccion de la delecidn de 32 pares de bases en el gen ccr5.

Para la deteccion de la delecion A32 del CCR5 se emplearon los cebadores descritos en la tabla

I11.4, los cuales flanquean el sitio de la posible delecion.

Tabla 111.4. Secuencia de los cebadores utilizados en la reaccion de amplificacion para la
deteccion de la delecion A32 del CC.

Tamafio del producto

Gen Cebador Secuencia5™- 3’ (pb) Referencia
CCR51335 TCAAAAAGAAGGTCTTCATTACACC CCR5+/+ (189)
CCR5 CCRS5-/- (157) (167)
CCR51336 TCCTGTGCCTCTTCTTCTCATTTCG CCR5+/- (157 y 189)

Teyenda: CCR5+/+ (NOMOCIQOTICO salvaje), CCRb+- (Neterocigotico para la delecion), CCRb-/- (Nomocigotico para la delecion).

La mezcla de la reaccion se preparo utilizando la enzima comercial Amplitag DNA Polimerasa
(Applied Biosystem, EUA), segun las condiciones de reaccion propuestas por el fabricante. Se
utilizé la solucion tampén de la reaccion previamente publicada por Coiras y colaboradores
(154). Los cebadores se utilizaron a una concentracion final de 0.6M en 50uL de volumen final

de mezcla.

La reaccién de amplificacion se realizé en un equipo de RCP (QANTARUS, Alemania) en las
siguientes condiciones: 3 minutos a 94°C; 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 30

segundos y 72°C durante 30 segundos; y 72°C durante 2 minutos.
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La deteccion del producto amplificado se realizé mediante una electroforesis en gel de agarosa al
2%, con la misma metodologia que se escribi6 en el acapite 111.2.3. Ademas del patron de peso
molecular se emplearon tres muestras como controles: una muestra homocigdtica salvaje
(CCR5+/+), una muestra heterocigética para la delecion (CCR5+/-), y finalmente una muestra

homocigotica para la delecion (CCR5-/-).
111.3.5 Anélisis estadisticos.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics v.19, a partir de la
base datos creada con la informacidn que se recopil6 de los modelos de colecta de las muestras y

los resultados que se obtuvieron en este estudio.

La significacion estadistica entre los niveles de expresion del ARN de IL1-B, IL-8, RANTES y el
TLR-2 dentro de los grupos ETI, IRAG vy fallecidos, se calcul6 mediante comparacion de las
medias con un ANOVA de un factor y una prueba posterior de Turkey, se consideraron

significativos los valores de p menores de 0.05 (IBM SPSS Statistics v.19).

Se construyo una tabla de contingencia para comparar la presencia de la delecion A32 del CCR5
y el desenlace fatal de la enfermedad producida por el virus influenza A(HLN1)pdmQ9. Se utilizd
la prueba de Chi cuadrado y se consideraron significativos los valores de p menores de 0.05
(EPIDAT v.3.1)

La significacion estadistica entre los niveles de expresion del ARN de RANTES entre los grupos
fallecidos y no fallecidos (ETI + IRAG), se calculo con la prueba T, se consideraron

significativos los valores de p menores de 0.05 (IBM SPSS Statistics v.19).
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I11.4 ldentificar la circulacién de variantes de los virus influenza resistentes a los

bloqueadores del canal M2 y a los inhibidores de la neuraminidasa en el periodo de estudio.

Para determinar la circulacion de variantes genéticas de los virus influenza resistentes a los
blogueadores del canal M2 y a los inhibidores de la neuraminidasa durante el periodo 2006-2010, se
aplicaron técnicas moleculares en la obtencion de secuencias nucleotidicas de los genes

involucrados en la resistencia.
111.4.1 Muestra.

Se utilizaron 100 muestras del periodo 2006-2010 diagnosticadas mediante RCP como positivas a
los virus influenza A o B y negativas a otros virus respiratorios (influenza C, adenovirus, virus
sincitial respiratorio A y B, parainfluenza 1-4, enterovirus, rinovirus, coronavirus OC43 y 229E,
bocavirus y metapneumovirus). Las muestras se obtuvieron del LNRI del IPK. En la tabla I11.5 se

expuso la distribucion de la muestra.

Tabla I11.5. Distribucion de la muestra seleccionada, segun estudios para la deteccion de
resistencia a los bloqueadores del canal M2 o a los inhibidores de la neuraminidasa.

Resistencia bloqueadores de canal M2 Resistencia inhibidores de la NA

influenza A(H3N2) 9 influenza A(H3N2) 17

influenza A(H1N1) 8 influenza A(H1N1) 8

influenza A(H1IN21)pdmQ9 4 influenza A(H1IN21)pdmQ9 47
influenza B 7

Total 21 | Total 79

111.4.2 Extraccion de ARN
Para la extraccion del ARN se procedié segun lo descrito en el acapite 111.2.2.

111.4.3 TR-RCP punto final para la amplificacion de un segmento del gen de la matriz de los

virus influenza A.

La mezcla de la reaccion se preparo con el estuche comercial OneStep RT-PCR (QIAGEN, EUA)

segun las recomendaciones del fabricante, con los cebadores descritos en la tabla 111.6 a una
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concentracion final de 0.4uM en S0uL de reaccion. A la mezcla de reaccion se afiadieron 5uL del
ARN extraido.

Tabla 111.6. Secuencia de los cebadores utilizados en la reaccion de amplificacion de un
segmento del gen de la proteina matriz de los virus influenza A.

Tamario del producto

Gen Cebador Secuencia 5°-3°
(pb)

Referencia

MF1 AGC AAA AGC AGG TAG ATA TTG AAA GA 1027 (168)
MR1027 AGT AGA AAC AAG GTAGTT TTT TAC TC

La reaccion de amplificacion se realizé en un equipo de RCP (QANTARUS, Alemania) con las
siguientes condiciones: 30 minutos a 50°C; 15 minutos a 95°C; 40 ciclos de 94°C por 30

segundos, 55°C por 30 segundos y 68°C durante 40 segundos; y 68°C durante 5 minutos (168).

El tamafio de los productos de la RCP se comprobd en un gel de agarosa al 2%, como se
describid previamente en el acépite 111.2.3.

I11.4.4 TR-RCP anidada punto final para la amplificacion de un segmento del gen de la

neuraminidasa de los virus influenza A.

La mezcla de la reaccion se preparo con el estuche comercial OneStep RT-PCR (QIAGEN, EUA)

segun las recomendaciones del fabricante, con los cebadores descritos en la tabla 111.7 a una
concentracion final de 0.4puM en 50uL de reaccion. A la mezcla de reaccion se adicionaron 5uL
del ARN extraido (153).

La reaccion de amplificacion se realizé en un equipo de RCP (QANTARUS, Alemania) con las
siguientes condiciones: 45 minutos a 45°C; 15 minutos a 95°C; 45 ciclos de 94°C por 60

segundos, 48°C por 2 minutos y 68°C durante 60 segundos; y 68°C durante 5 minutos.

La segunda amplificacion se realizé con una mezcla compuesta por los cebadores descritos en la
tabla II1.7 a 0.4uM en 50uL de reaccion, 10uL de solucion tampon 5X (154), 2uLL de una mezcla
de dNTPs a 10mM y 2uL de la enzima Amplitaq (Applied Biosystems, EUA). A la mezcla de

reaccion se le anadieron 2uL del producto obtenido en la primera reaccion (153).
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Tabla I11.7. Cebadores utilizados en las reacciones de amplificacion de un segmento del gen de
la neuraminidasa de los virus influenza A.

Tamario del producto

Reaccion Gen  Cebador Secuencia 5°-3° (pb) Referencia
TR-RCP N1- NA+ GGGGTTAGCAAAAGCAGG
N9 NA- CCTCTGATYAIYTCIACIYARAARCA
N1T+ GCAAGYGCWTGYCATGATGGC
N1 661 (153)
RCP N1T- CCTGACCAATCAGTTATTGC
anidada 2 N2T+ CAAGTARTGCYRTGTGARCC 817

N2T-  AGYCCTGAGCACACATAAC

La reaccion de amplificacion se realizé en un equipo de RCP (QANTARUS, Alemania) con las
siguientes condiciones: 3 minutos a 95°C; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 63°C por 60

segundos y 72°C durante 60 segundos; y 72°C durante 5 minutos.

El tamafio de los productos se comprobd en un gel de agarosa al 2%, como se escribi6 descrito

previamente en el acépite 111.2.3.

I11.45 TR-RCP punto final para la amplificacion de un segmento del gen de la

neuraminidasa de los virus influenza B.

La mezcla de la reaccidn se prepar6 con el estuche comercial OneStep RT-PCR (QIAGEN, EUA)

segun las recomendaciones del fabricante, con los cebadores descritos en la tabla 111.8 a una
concentracion final de 0.4uM en 50uL de reaccion. A la mezcla de reaccion se adicionaron 5ul
del ARN extraido.

Tabla 111.8. Secuencia de los cebadores utilizados en la reaccion de amplificacion de un
segmento del gen de la neuraminidasa de los virus influenza B.

Gen  Cebador Secuencia 5"-3° Tamafio del producto (pb) Referencia

BNAF1 AGCAGAAGCAGAGCATATTCTTAG
BNAR2 GATGGACAAATCCTCCCTTGATGC

850 (168)

La reaccion de amplificacion se realizé en un equipo de RCP (QANTARUS, Alemania) con las
siguientes condiciones: 30 minutos a 50°C; 15 minutos a 95°C; 45 ciclos de 94°C por 30

segundos, 55°C por 30 segundos y 72°C durante 60 segundos; y 72°C durante 5 minutos (168).
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El tamafio de los productos se comprobd en un gel de agarosa al 2%, como fue descrito

previamente en el acépite 111.2.3.

I11.4.6 Secuenciacion nucleotidica de un segmento de los genes de las proteinas matriz y

neuraminidasa de los virus influenza A y neuraminidasa de los virus influenza B.
111.4.6.1 Purificacion de los productos de RCP.

La purificacion se realizo siguiendo la metodologia descrita en el acapite 111.2.5.1.
111.4.6.2 Secuenciacion nucleotidica.

Se empled la metodologia descrita en el acapite 111.2.5.2 para la preparacion de mezclas y las
condiciones de reaccion. Se utilizaron los cebadores descritos en la tabla 111.6 para la matriz, los
de la reaccion anidada de la tabla 111.7 para la neuraminidasa de los virus influenza A, y los de la
tabla 111.8 para la neuraminidasa de los virus influenza B. Todos los cebadores se emplearon a
una concentracion de 5uM en un volumen final de reaccion de 20uL. La purificacion del
producto, la secuenciacion y la edicion y ensamblaje se realiz6 segun la metodologia descrita en
el acapite 111.2.5.2. Para la edicion de las secuencias obtenidas en este acapite, se utilizaron las

secuencias de las cepas de referencia de cada temporada que aparecen en el anexo 5.

Las secuencias obtenidas en este estudio se publicaron en la base de genes del GenBank con un

namero de acceso (Anexo 6).

111.4.7 Analisis de marcadores moleculares relacionados con la resistencia a los

adamantanos e inhibidores de la neuraminidasa.

Los analisis se realizaron mediante la comparacion de las secuencias obtenidas con las secuencias
de referencia (Anexo 5), tanto para la matriz como para la neuraminidasa, con el programa
MEGA 5 v.5.03 (155).

I11.5 Consideraciones éticas de la investigacion.

Los estudios realizados se rigieron por las Guias internacionales como la Declaracion de Helsinki

y se cumplieron sus tres principios basicos, autonomia, beneficencia y justicia.
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Las muestras clinicas que se emplearon en este estudio se recibieron en el LNRI, con su hoja de
datos correspondiente. Con los datos clinicos de cada uno de los pacientes se confecciond una
base de datos a la que solo tuvo acceso el investigador principal del proyecto, el investigador
sustituto y el estadistico. La base de datos se protegid con contrasefia. Los resultados obtenidos
no se asociaron con los nombres de los pacientes en ningln tipo de publicacion de los resultados,
cada paciente tuvo un cédigo asignado que solo fue conocido por las personas con acceso

autorizado a la base de datos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 Determinar la circulacién de variantes genéticas de los virus influenza A y B durante

el periodo de estudio.

Los anticuerpos que neutralizan totalmente a los virus influenza estan dirigidos contra la HA. Sin
embargo, las mutaciones que se producen en la HA mediante mecanismos como la deriva
antigénica o el salto antigénico, permite a los virus influenza evadir la inmunidad adquirida
previamente a través de la vacunacion o de forma natural. Teniendo esto en cuenta, cada afio la
OMS publica las recomendaciones para la composicion de la vacuna anti-influenza en los
hemisferios Norte y Sur, basandose en los datos epidemiologicos y en los analisis genéticos y
antigénicos de las cepas circulantes. La capacidad de seleccionar los linajes adecuados para la
vacuna estacional de una temporada, garantiza niveles de proteccion mas elevados en los grupos
poblacionales vacunados. Esto se traduce en lograr que el nivel de analogia genética y antigénica

entre los linajes de la vacuna estacional y las cepas circulantes sea lo més alto posible.

Los estudios de filogenia detectan mutaciones que permiten al virus evadir los anticuerpos
generados por la vacunacion, por tanto, alertan sobre la necesidad de actualizar los linajes de la
vacuna. Ademas, a través de los andlisis filogenéticos se detecta la introduccién de variantes
virales con potencial pandémico en la poblacion humana. Uno de los objetivos de este estudio fue
caracterizar filogenéticamente las variantes de los virus influenza A y B que circularon en Cuba
entre los afios 2006 y 2010.

IV.1.1 Virus influenza A(H3NZ2) estacional.

Se obtuvieron 22 secuencias nucleotidicas del virus influenza A(H3N2) que circulé en Cuba

durante el periodo 2006-2010. El andlisis filogenético demostrd que las variantes que circularon
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en Cuba evolucionaron siguiendo el patron tipico de los virus estacionales (Figura IV.1).
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Figura IV.1. Relaciones filogenéticas de los virus influenza A(H3N2). En los nodos aparecen los
valores de BPP>0.85. Circulos negros: secuencias obtenidas en este estudio. Secuencias en rojo
(REF): cepas de referencia o linajes de la vacuna. Cada grupo definido por los linajes de la
vacuna anti-influenza tiene un color que lo identifica. A la derecha de las llaves: nombre de los
linajes; entre paréntesis: afios en que se incluyeron en las vacunas; debajo: porcentajes de
similitud aminoacidica de las secuencias de Cuba respecto a la de referencia. Las mutaciones que
aparecen en los nodos definieron la evolucion de un linaje a otro.
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Este patron se caracteriza por la formacion de grupos no aleatorios donde uno reemplaza a otro
en un periodo de dos a cinco afios, definidos por cambios aminoacidicos en los sitios antigénicos
(Figura IV.1) (169). Ademas, todos los virus detectados en Cuba en el periodo de estudio se
ubicaron en los grupos representados por los linajes incluidos en la vacuna anti-influenza de las

diferentes temporadas, apoyados por valores de BPP superiores a 0.95 (Figura IV.1).

Durante el periodo de estudio, la OMS actualiz6é la cepa del virus influenza A(H3N2) de la
vacuna anti-influenza en dos ocasiones. En el afio 2008 el linaje Brisbane/10/2007 reemplazo6 al
linaje  Wisconsin/67/2005 (170), presentando seis mutaciones dominantes (G50E, D122N,
S138A, K140I, V186G e 1223V) donde fue decisivo el cambio K140l localizado en el sitio
antigénico A. En el afio 2010 el linaje Brisbane/10/2007 fue reemplazado por el linaje
Perth/16/2009 (171) y entre las mutaciones detectadas (E62K, N144K, K158N, K173Q y
N189K), la K173Q ubicada en el sitio antigénico E fue determinante. Las secuencias obtenidas
en este estudio también presentaron estos cambios (Anexo 7). En las secuencias cubanas del afio
2010 también se detectd la presencia de la mutacion T212A, que a pesar de estar ubicada en el
sitio antigénico D solo definié la aparicion del sub-linaje Victoria/208/2009. La mutacién T212A
presente en este sub-linaje no provocd una disminucion significativa en su reconocimiento por
parte de los anticuerpos generados por el linaje Perth/16/2009 de la vacuna, razon por la cual se

mantuvo dentro de este ultimo linaje (172).

Las mutaciones anteriormente descritas, propiciaron la evolucion de los virus influenza y
determinaron la aparicion de linajes diferentes, hecho que también se pudo constatar al analizar
los porcentajes de similitud aminoacidica. Estos valores disminuyeron de una temporada a la
siguiente (Figura IV.1) debido a las constantes derivas antigénicas que experimentan los virus

estacionales de la Influenza, como ocurrié en este estudio (11, 173).
IV.1.2 Virus influenza A(H1N1) estacional.

Para el analisis de los virus influenza A(HL1N1) estacional que circularon durante el periodo
2006-2010, se obtuvieron 14 secuencias de la region HAl de la HA. Los virus influenza

A(H1N1) estacionales que circularon en Cuba evolucionaron siguiendo un patrén semejante al

51



descrito anteriormente por Plotkin y colaboradores para los virus influenza A estacionales (169),

y se ubicaron en dos de los grupos definidos por los linajes de las vacunas (Figura 1V.2).
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Figura 1V.2. Relaciones filogenéticas de los virus influenza A(HLN1) estacionales. En los nodos
aparecen los valores de BPP>0.95. Circulos negros: secuencias obtenidas en este estudio.
Secuencias en rojo (REF): cepas de referencia o linajes de la vacuna. Cada grupo definido por los
linajes de la vacuna anti-influenza tiene un color que lo identifica. A la derecha de las llaves:
nombre de los linajes; entre paréntesis: afios en que se incluyeron en las vacunas; debajo:
porcentajes de similitud aminoacidica de las secuencias de Cuba respecto a la de referencia. Las
mutaciones que aparecen en los nodos definieron la evolucion de un linaje a otro.
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Al igual que ocurrid para los virus influenza A(H3N2), los grupos que definieron los linajes se
formaron de manera no aleatoria, debido a que un linaje nuevo se origind a partir del anterior en
un periodo de dos a cinco afios a traves de la ganancia de mutaciones en los sitios antigénicos

(deriva antigénica) (174).

En el primer grupo definido por el linaje A/New Caledonia/20/1999 se ubicd la secuencia cubana
obtenida a partir de una muestra clinica del afio 2006, con un 99% de similitud aminoacidica con
la cepa de referencia de este linaje (Figura 1V.2). A partir del grupo anterior, se origind el linaje
A/Solomon Islands/3/2006, definido por las mutaciones T86K, Y98H, K144E (sitio antigénico
Ca), R212K y T270N (Anexo 8) (175). A pesar de compartir un 97,7% de similitud entre sus
secuencias de aminoacidos, ninguna de las secuencias cubanas de la temporada 2007-8 pertenecio
al linaje A/Solomon Islands/3/2006 que constituyo uno de los componentes de la vacuna para ese
periodo (Figura 1V.2). Este hallazgo también fue notificado en un estudio realizado en Kenya en
igual periodo de tiempo (176). En otro estudio realizado entre los afios 2006 y 2010 en la Isla de
Corcega se observo un comportamiento similar, explicado por las constantes derivas antigénicas
que experimentan estos virus (177). Por otro lado, Mossad y colaboradores al detectar el mismo
fendmeno en igual temporada, afirmaron que esa discrepancia entre las cepas circulantes y las de
la vacuna, fue la responsable de que la vacuna de la temporada 2007-2008 produjera bajos
niveles de proteccion (=<40%) en la poblacion vacunada (178). Finalmente, las secuencias de la
temporada 2007-8 obtenidas en este estudio se ubicaron con el linaje A/Brisbane/59/2007, con el

que compartieron un 100% de similitud aminoacidica.

A partir del linaje A/Solomon Islands/3/2006 surgio el linaje A/Brisbane/59/2007 con los
cambios aminoacidicos D39N, R77K (sitio antigénico Cb), T132V, K149R, R192K (sitio
antigénico Sh), R226Q y E277K (Anexo 8) (78). En este nuevo linaje se ubicaron las secuencias
cubanas de las temporadas 2008-9 y 2009-10, las que compartieron porcentajes de similitud
aminoacidica por encima del 98% con la cepa A/Brisbane/59/2007. Esta cepa es un componente
de la vacuna estacional desde el afio 2008 hasta el afio 2010. También se encontré que las
muestras pertenecientes a las temporadas 2008-9 y 2009-10 formaron un subgrupo definido por
mutaciones en las posiciones 189 y 193 (G189V/S/A y A193T), ambas localizadas en el sitio
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antigénico Sb (Figura 1V.2). Este subgrupo también fue notificado en otros paises como Kenya
(176) y Tailandia (179).

En general, los virus influenza A(H1N1) estacional detectados en Cuba experimentaron la mayor
cantidad de mutaciones localizadas en el sitio antigénico Sh. Al parecer, por su estructura este
sitio antigénico esta sometido a una presion selectiva del sistema inmune mucho mayor respecto
a los otros. Esto podria traer como consecuencia derivas antigénicas que permiten al virus evadir

la respuesta inmune (180).

1V.1.3 Virus influenza B estacional.

Para el analisis de los virus influenza B que circularon en Cuba entre los afios 2006 y 2010, se
obtuvieron 23 secuencias nucleotidicas de la region HA1 de la HA. En la figura 1V.3 se observa
la definicion de dos grupos genéticos fundamentales descritos con anterioridad en la circulacién
de los virus influenza B, el linaje B/Victoria/87 y el linaje B/YYamagata/88 (181).

Al analizar las secuencias de los virus pertenecientes a la temporada 2006-7 se observé que se
agruparon con la cepa de referencia incluida en la vacuna para esa temporada
(B/Malaysia/2506/2004), compartiendo un porcentaje de similitud aminoacidica del 99% (Figura
IV.3). Este grupo de secuencias se caracterizd por presentar las mutaciones K48E y K80R, vy la
K129N localizada en el sitio antigénico definido como lazo120 (Anexo 9), descritas en la cepa de

la vacuna con anterioridad (182).

El analisis filogenético revel6 que en la temporada 2007-8 circularon en Cuba los linajes
B/Victoria/87 y B/Yamagata/88 (Figura 1V.3). La secuencia cubana perteneciente al linaje
B/Yamagata/88 se agrupd con la cepa B/Wisconsin/01/2010 y se definié por las mutaciones
N1501 y N165Y, localizadas en los sitios antigénicos lazo 150 y lazo 160 respectivamente
(Anexo 10). Este hallazgo coincidio con estudios previos realizados por Barr y colaboradores
(78). Sin embargo, la cepa de influenza B incluida en la vacuna de la temporada 2007-2008 para
el hemisferio Norte fue B/Malaysia/2506/2004 perteneciente al linaje B/Victoria/88. Por tanto,

los porcentajes de similitud aminoacidica fueron del 85.5%. La secuencia cubana de la temporada
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2007-8 perteneciente al linaje B/Victoria/87 compartié un 97,6% de similitud aminoacidica con

el linaje de la vacuna para esa temporada B/Malaysia/2506/2004.
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Figura 1V.3. Relaciones filogenéticas de los virus influenza B. En los nodos aparecen los valores
de BPP>0.85. Circulos negros: secuencias obtenidas en este estudio. Secuencias en rojo (REF):
cepas de referencia o linajes de la vacuna. Cada grupo definido por las cepas de la vacuna anti-
influenza tiene un color que lo identifica. A la derecha de las llaves: nombre de los grupos
formados por la cepa de la vacuna y de los linajes; entre paréntesis: afios en que se incluyeron en
las vacunas; debajo: porcentajes de similitud aminoacidica de las secuencias de Cuba respecto a
la de referencia. Las mutaciones que aparecen en los nodos definieron la evolucién de un linaje a
otro.

Aunque la secuencia de Cuba presentd las mutaciones caracteristicas del linaje
B/Malaysia/2506/2004 descritas con anterioridad (182), también se detectd la presencia de las
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mutaciones N75K (lazo 120) y N165K (lazo 160) (Anexo 9). Estas Gltimas mutaciones definieron
el surgimiento del linaje vacunal B/Brisbane/60/2008, como fue descrito por Pariani y
colaboradores (182).

Las secuencias cubanas de la temporada 2008-9 pertenecieron al linaje B/Victoria/87, sin
embargo, para esa temporada la vacuna estacional anti-influenza tuvo en su composicion un virus
influenza B perteneciente al linaje B/Yamagata/88: influenza B/Florida/4/2006. Por esta razon, el
porcentaje de similitud aminoacidica fue del 85.8%. Al igual que en la temporada 2007-8, las
mutaciones N75K y N165K se encontraron en los virus influenza B circulantes en Cuba durante
la temporada 2008-9 (Anexo 9), lo que los agrup6 filogenéticamente con la cepa de referencia
B/Brisbane/60/2008 (Figura I1V.3).

Al analizar los virus influenza B que circularon en Cuba durante la temporada 2009-2010, se
evidencid que se agruparon con la cepa vacunal de la temporada (B/Brisbane/60/2008)
perteneciente al linaje B/Victoria/87 (Figura 1V.3). Estas compartieron un 99,5% de similitud
aminoacidica (Figura 1V.3) y al igual que para los virus de las temporadas 2007-2008 y 2008-9
pertenecientes a este linaje, los residuos K75 y K165 fueron determinantes en esta ubicacion
(Anexo 9).

Al estudiar las caracteristicas genéticas de los virus influenza B que circularon en Cuba en el
periodo 2006-2010, se hizo evidente que en la mayoria de los casos estas diferian de las cepas
que se incluyeron en la vacuna estacional. Esto puede traer como resultado que los niveles de
proteccion generados por la vacunacion no sean oOptimos. La co-circulacion de los linajes
B/Victoria/87 y B/Yamagata/88 ocurre desde el afio 2000 en todo el mundo, en proporciones
variables, en diferentes paises o regiones y en diferentes momentos. Por esta razon, la prediccion
de la prevalencia futura de un linaje sobre otro dificulta las recomendaciones para la composicion
de la vacuna (78). En respuesta a esto, y debido a que la inmunidad frente a un linaje no confiere
inmunidad frente al otro, la formulacién tetravalente de las vacunas de influenza constituye una
opciéon en la actualidad (183). Este hecho demuestra la importancia de la caracterizacion

molecular de los virus influenza B como parte de la vigilancia de laboratorio.
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IV.1.4 Analisis de las relaciones filogenéticas y las secuencias aminoacidicas de un segmento
de la region HAL del gen de la hemaglutinina de los virus influenza A(H1N1)pdmO09.

Durante el periodo de estudio tuvo lugar la ocurrencia de la primera pandemia de influenza del
siglo XXI, causada por el virus influenza A(HLN1)pdmQ9. Por esta razon, el presente objetivo se

centrd en la filogenia de estos virus.

Los primeros analisis filogenéticos del virus influenza A(HLIN1)pdmQ9 en el mundo mostraron la
definicion de siete grupos genéticos a partir de la concatenacion de secuencias de los 8 segmentos
del virus. Cada uno de esos grupos presentd mutaciones caracteristicas de genes diferentes (184,
185). El analisis de las relaciones filogenéticas de los virus influenza A(H1IN1)pdmQ9 circulantes
en Cuba, revel6 que el 79% de los virus estudiados pertenecieron al grupo 7 (Figura 1V.4). Se
reconocio por otros autores que el grupo genético predominante en la fase pandémica fue el 7. El
mismo tiene la mutacion S203T como caracteristica distintiva en el sitio antigénico Ca (104, 184,
185).

Otro resultado derivado del analisis filogenético fue la definicion de un subgrupo con secuencias
pertenecientes al final de la epidemia, dentro del propio grupo 7. Este subgrupo constituido por
13 secuencias, posee la mutacion A186T ubicada en el sitio antigénico Sb. Los grupos 1, 3y 6
guedaron bien definidos en el arbol filogenético, sin embargo, las secuencias cubanas no
estuvieron representadas en los mismos. Esta observacién nos permite sugerir que probablemente
las secuencias cubanas que no se incluyeron en el grupo 7 podrian pertenecer a los restantes
grupos (2, 4 y 5) que no quedaron definidos en este analisis. La no definicion de estos grupos se
debe a que las mutaciones que los caracteriza probablemente estan ubicadas en otro gen diferente
a la HA, utilizado en este anélisis (184, 185).

Aunque las secuencias cubanas compartieron un 98.8% de similitud aminoacidica con la
secuencia de la cepa incluida en la vacuna monovalente recomendada por la OMS
(A/California/07/2009 H1IN1pdmO09), se detectd la presencia de un grupo de mutaciones. El
cambio mas frecuente fue el P83S, y en concordancia con otros autores (184-186) este se detecta
en todos los grupos genéticos excepto en el uno.
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Figura 1V.4. Relaciones filogenéticas de los virus influenza A(H1N1)pdmO09. Las letras de
diferentes colores indican el momento de la fase pandémica en que fue colectada la muestra y los
cuadros en verde denotan las secuencias que presentan un sitio de N-glicosilacién en el residuo
162 (ver leyenda parte inferior a la derecha). En los nodos aparecen los valores de BPP y con una
G los grupos genéticos definidos en este analisis junto a las mutaciones que los caracteriza.
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Sin embargo, cinco de los cambios aminoacidicos estuvieron ubicados en sitios antigénicos:
S203T y D222E (sitio antigénico Ca); N156K y S162N (sitio antigénico Sa); A186T (sitio

antigénico Sb). La frecuencia de ocurrencia de estos cambios se muestra en la figura IV.5.
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Figura IV.5. Frecuencia de deteccion de mutaciones en los sitios antigénicos de la HA de los
virus influenza A(H1IN1)pdmO09 en Cuba.

Como fue descrito previamente, la mutacion S203T esta presente en las muestras pertenecientes
al grupo 7. Esta mutacion esta ubicada en el dominio de union al receptor de la hemaglutinina,
sitio conocido como el determinante principal de especificidad de hospedero de los virus
influenza A. De forma interesante, esta mutacion aparecié de forma transitoria en las secuencias
de las HA de los virus HIN1 humanos aislados en 1934 y en los virus HIN1 porcinos aislados
entre 1976 y 1977 (186). Se ha planteado que este cambio aminoacidico puede aumentar la

infectividad y transmisibilidad del virus influenza A(HLN1)pdmQ9 en el humano.

Otra mutacién que se detectd en las muestras incluidas en la presente investigacion fue la S162N,
se encontrd en 13 (26.5%) de las secuencias pertenecientes a las muestras colectadas a finales del
afio 2010. Esta mutacion, ademas de estar ubicada en el sitio antigénico Sa, constituye un punto

de N-glicosilacion. La region Sa estd localizada en la parte superior de la cabeza de la
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hemaglutinina, aqui las posiciones 125, 127, 155, 160 y 162 constituyen sitios de N-glicosilacion.
Por otro lado, se conoce que los glicanos adicionados en los sitios de glicosilacion 125 y 160,
pueden bloquear de manera efectiva la unién de los anticuerpos dirigidos contra las cepas
pandémicas de los afios 1918 y 2009 (187). Ademas, Shisheng y colaboradores en el afio 2011
(125) establecieron que los glicanos adicionados en las posiciones 127, 155 y 162 podrian tener
la misma funcién. Sin embargo, la glicosilacion de los sitios 125 y 160 protege el sitio antigénico
Sa con mayor efectividad, pues se ubican en el mismo centro, mientras que los sitios 155y 162 se

ubican en el borde del mismo (125).

La importancia de detectar sitios de glicosilacion es que la adicion de oligosacaridos repercute en
la evolucion de los sitios antigenicos. Aunque se plantea que la glicosilacion tiene un efecto neto
ligero sobre el dominio globular en cuanto a variacion, esta se focaliza en los epitopes
antigénicos desprotegidos, apoyando la idea de que la glicosilacién es una estrategia efectiva para

desviar los anticuerpos neutralizantes (188-190).

La mutacion A186T que también se detecto en este estudio, se localizo en el sitio Sb en el 26.5%
de las secuencias cubanas. Como se pudo observar en la figura 1V.4, esta mutacion definio un
subgrupo dentro del grupo 7, conformado por secuencias de finales del afio 2010. Esta mutacién
aparece de forma combinada con la S162N en 12 de las secuencias cubanas, lo que coincide con
el estudio publicado por Houng y colaboradores en el afio 2011 (191). Por otro lado, en los EUA
y en Ecuador se detecto la emergencia de un subgrupo de virus influenza A(HLIN1)pdmO09, con la
combinacion de las mutaciones N31D, 1272V, S162N y A186T, donde las dos Ultimas pueden

modular la union de los anticuerpos (192).

Otros investigadores canadienses también encontraron la mutacion A186T en el estudio
publicado en el afio 2011, y plantearon ademas que este sitio estd ubicado dentro del sitio de
unién al receptor, especificamente, en la hélice 190 (193). Por su parte, Piralla y colaboradores
(194) asociaron este cambio con la forma severa de la enfermedad. Este hallazgo no ocurrié en
este estudio, pues solo 4 de las 13 secuencias cubanas con la mutacion A186T fueron de
pacientes que padecieron la forma severa de la enfermedad producida por el virus influenza
A(HIN1)pdm09.
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La mutacion N156K, ubicada en el sitio antigénico Sa, también se detectd en una de las
secuencias cubanas. Strengell y colaboradores hallaron esta mutacion en combinacion con la
N125D en una muestra. Estos autores demostraron la asociacion de estas mutaciones de forma
independiente o combinada con la disminucion en el reconocimiento por parte de los anticuerpos

producidos por la cepa de la vacuna A/California/07/2009, en individuos vacunados (195).

Una de las secuencias cubanas obtenida a partir del ENF de un paciente que padecio una ETI,
port6 la mutacién D222E ubicada en el sitio antigénico Ca, coincidiendo con otros reportes de la
literatura (196, 197). ElI aminoéacido ubicado en las posiciones 190 y 222 de la HA del virus
pandémico del afio 1918 determind la especificidad de receptor, debido a que las mutaciones en
estas posiciones causaron un cambio en la afinidad de enlace a2,6-AS a 02,3-AS. Esto trajo como
resultado una disminucién de la eficiencia de transmision del virus. Sin embargo, el cambio de
acido aspartico por glicina en la posicion 222 (D222G) puede hacer que el virus tenga doble
especificidad de unidn al receptor, tanto para a2,6-AS como para a2,3-AS. De esta forma, se
plantea que el virus puede llegar a causar una infeccion del tracto respiratorio inferior,
incrementando la severidad de la enfermedad (198, 199). En el caso del virus influenza
A(H1IN1)pdmO09 la mutacion D222G se asocid con una probabilidad mayor de desarrollar la
forma severa de la enfermedad (196, 200, 201), sin embargo, un reporte de la OMS desestimo
esta teoria, al menos por el momento, a través de experimentos realizados en hurones (197). Al
igual que en el presente estudio, en otras regiones como Noruega (196), Espafia (198), y Hong
Kong (202), no encontraron asociacion entre la mutacion D222E y la severidad de la enfermedad,

por lo que concluyeron gue no confiere ninguna ventaja evolutiva al virus.

Igarashi y colaboradores, formularon que en los sitios antigénicos de los virus influenza
A(HIN1)pdmO09 pudieran ocurrir una serie de mutaciones basados en modelos matematicos
(203). De los cambios predichos por ellos, en el presente estudio se detectd el S162N y el D222E,
sin embargo, en la posicién 222 solo se predijo el cambio D/G y no el D/E. Otros cambios
detectados en los sitios antigénicos de las secuencias cubanas, no predichos por el estudio de
Igarashi fueron: S203T, A186T y N156K. Este resultado demostro la necesidad de continuar

profundizando en los estudios evolutivos de los virus influenza en los humanos.
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Otra mutacion de interés detectada en dos de las secuencias cubanas fue la N276Y, aungue no se
encuentra ubicada en un sitio antigénico constituye la pérdida de un sitio de N-glicosilaciéon. De
forma interesante, una de las secuencias que portaba la mutacion se obtuvo a partir de la muestra
de pulmon de un paciente fallecido que tenia como factor de riesgo la obesidad; mientras que la
otra provenia de un ENF de una gestante que evoluciond satisfactoriamente. La HA de los virus
pandémicos del afio 2009 tienen un sitio de glicosilacion en la posicion 276 (N276, con la
secuencia NTT), el cual no se habia identificado previamente en los virus influenza A(H1N1)
estacionales, aunque si se habian detectado sitios de glicosilacion en la vecindad de esta region
(204). Wang y su equipo de investigadores demostraron que el hecho de ganar o perder el sitio de
glicosilacion en la posicién 276, no contribuyo a la pérdida de la infectividad ni la antigenicidad
(205).

El andlisis de los resultados presentados permitido determinar que los virus influenza
A(HIN1)pdmO09 circulantes en Cuba durante todo el periodo pandémico fueron similares a la
cepa vacunal A/California/07/2009, mientras que la mayoria se incluyd en el grupo genético 7
que predomind a nivel mundial. Los cambios aminoacidicos reportados en este estudio fueron
similares a los encontrados por otros autores, algunos de ellos incluidos en sitios antigénicos de
importancia. Algunas de las secuencias cubanas ganaron sitios de N-glicosilacion mientras otras
los perdieron, siendo este uno de los mecanismos que permite al virus influenza permanecer
circulando en las poblaciones humanas. No obstante, habria que definir por estudios in vitro la
significacion de dichas mutaciones en la replicacion del virus. Todo lo anteriormente expuesto,
demostro la necesidad de mantener una vigilancia estricta desde el punto de vista molecular sobre
los virus influenza A(HLIN1)pdmQ9.

IVV.2 Determinar la relacion de los niveles de expresion del ARN de IL-1p, IL-8, RANTES y
el TLR-2 y la presencia del CCR5A32, con la forma severa de la enfermedad producida por
el virus influenza A(H1N1)pdmO09 en abril-diciembre/2009.

Desde el inicio de la pandemia del afio 2009 se reconocio que los virus influenza A(H1IN1)pdm09
eran capaces de producir una infeccion del TRB, en contraste con los virus influenza estacionales
que tipicamente afectan el TRS (206). Los primeros anélisis de las secuencias de aminoacidos de

las proteinas HA, PB2, NS1 y PB1-F2 de los virus influenza A(HLN1)pdmQ9, demostraron la no
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existencia de marcadores moleculares asociados a una virulencia elevada (14, 15). Este hallazgo
mantiene abierta la interrogante sobre los posibles mecanismos que expliquen la virulencia
elevada de los virus influenza A(HIN1)pdm09 en comparacion con los virus estacionales.
Algunos estudios actuales se han dirigido hacia la identificacion de factores del hospedero que
resulten criticos para una replicacion viral eficiente (207), mientras que otros lo han hecho hacia
los niveles de citocinas/quimiocinas producidos en el hospedero durante la infeccion con el virus
influenza A(HLIN1)pdmQ9 (208).

Durante la pandemia causada por el virus influenza A(H1IN1)pdmO09, entre abril y diciembre del
afio 2009 en Cuba se detectd un incremento inusual de las IRAGs (67,2%) y los fallecimientos
(71.8%) producidos por el virus influenza A(HLN1)pdmQ9 en pacientes de edad comprendida
hasta los 55 afios, cifras obtenidas del Registro de Datos del LNRI. EIl presente objetivo estuvo
centrado en establecer la relacion de algunos determinantes de la respuesta inmune con la

severidad de la enfermedad producida por los virus influenza A(HLIN1)pdmOo9.

En la figura IV.6 se presentaron los niveles de expresion del ARN de IL-1pB, IL-8, RANTES vy el
TLR-2 en los grupos definidos como ETI, IRAG y fallecidos, conformados por individuos de
hasta 55 afios de edad diagnosticados con infeccion por el virus influenza A(H1N1)pdmO09,
confirmado por el laboratorio. En ninguno de los graficos se mostraron los valores de los
controles negativos utilizados como calibradores debido a que, por definicion, su valor de

cuantificacion relativa es igual a uno con el método 274" (162).

Se detectaron diferencias significativas en los niveles de expresion del ARN de IL-1f entre el
grupo definido como ETI y los grupos definidos como IRAG vy fallecidos (Figura 1V.6). La
explicacion de este comportamiento pudiera estar relacionada con el tiempo de colecta de la
muestra (espacio de tiempo transcurrido entre la fecha de inicio de los sintomas y la fecha de
colecta de la muestra). Se conoce que la IL-1B se produce en las primeras horas durante la
infeccion con el virus influenza (209), y que en el presente estudio el tiempo promedio de colecta
de la muestra del grupo ETI fue de 1 dia, 4 dias para el grupo IRAG, y 6 dias para el grupo de
fallecidos (Registro de Datos del LNRI). Estos hechos apoyan los resultados obtenidos en este

analisis.
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Figura 1V.6. Niveles de expresion del ARN de IL-1B, IL-8, RANTES, y el TLR-2 en las 76
muestras positivas al virus influenza A(H1N1)pdmO09 incluidas en el estudio. ETI=enfermedad
tipo influenza, IRAG=infeccion respiratoria aguda grave. Solo se mostraron los valores de
p<0.05. Las barras de error representan la desviacion estandar de la media de los valores de
expresion del ARN.

Los niveles de deteccion del ARN de IL-8 no mostraron diferencias significativas entre los tres
grupos en estudio. Una vez mas el tiempo de la colecta de la muestra constituyo la posible
explicacion. Aunque la IL-8 se produce inmediatamente después que la IL-1B (209), es probable
gue aun no alcanzara su maxima expresion en el grupo de pacientes ETI. Sin embargo, para los
grupos IRAG vy fallecidos, lo mas probable es que estas citocinas cumplieron su funcién pro-
inflamatoria, y por un mecanismo de retroalimentacion negativa comienzan a disminuir sus

niveles, actuando desde ese momento otros componentes de la respuesta inmune (210).

Los niveles de expresion del ARN de RANTES fueron significativamente diferentes entre el
grupo de fallecidos y los grupos ETI e IRAG (Figura 1V.6). Aunque la diferencia entre los grupos
ETI e IRAG no fue significativa (p=0.093), es importante resaltar que en el grupo IRAG los
niveles de ARN de RANTES se expresaron 7.3 veces mas respecto al calibrador interno, en
contraste con el grupo ETI que solo fue de 0.11 veces mé&s. Previamente Thomas y colaboradores
demostraron que al estimular las celulas del TRB con IL-1p, estas se volvieron més activas en
términos de secrecion de RANTES. Esto provocé la atraccion de las células T y los monocitos,
resultando en un infiltrado inflamatorio localizado dominado por estos tipos celulares (211). Por

esta razon, una explicacion a las diferencias encontradas en la expresion del ARN de RANTES
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en la presente investigacion, radico en que las células epiteliales del TRS y TRB se diferencian en
cuanto al tipo de quimiocinas que producen después de ser estimuladas o infectadas, lo cual

determina la naturaleza de la respuesta inflamatoria y la defensa del hospedero.

Los niveles de expresion del ARN del TLR-2 mostraron diferencias significativas entre los tres
grupos estudiados (Figura IV.6). Varios estudios demostraron que la apoptosis puede producirse
a través de la participacion de los TLR (212, 213). La inmunidad innata desencadenada por la
accion de los patégenos, involucra a la respuesta inflamatoria y a la apoptosis de las células
infectadas como vias para prevenir la diseminacion viral a traves de todo el organismo. El TLR-2
fue el primer miembro de esta familia de receptores que se describié con la capacidad de inducir
la muerte celular. Se planted que este mecanismo ocurre mediante la produccion de especies
reactivas del oxigeno, la activacion de la caspasa 3 que ejecuta el programa de apoptosis, y la
fosforilacion sostenida de MAPKp38 que activa al NFkB y AP-1, incrementando la muerte
celular (212). Todos esos mecanismos de forma desregulada contribuyen al dafio tisular, lo que
pudiera llevar al 6rgano que estan afectando a la pérdida de la integridad y de sus funciones. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo respecto a los niveles de expresion del ARN del TLR-
2, son consistentes con los hallazgos realizados por otros autores discutidos previamente,
teniendo en cuenta que los niveles mayores de expresion fueron detectados en los grupos de

pacientes IRAG y fallecidos.

IV.2.1 Polimorfismo del gen ccr5 en pacientes infectados con el virus influenza
A(HIN1)pdmO09.

En investigaciones realizadas por otros autores, se establecio que la presencia del CCR5A32
(ausencia del CCRS5 funcional) se asoci6 con la proteccion frente a las cepas M-tropicas del VIH
1, mientras que por otro lado, se asocio a la severidad de la enfermedad producida por los
flavivirus, el VNO (167, 214) y el virus influenza A(HLIN1)pdmQ9 (215). Teniendo en cuenta
estos antecedentes, nuestra proxima tarea se centrd en determinar la condicion del CCR5 y su

relacion con la fatalidad en individuos infectados con el virus influenza A(H1N1)pdm09.

Solo se detectd la variante heterocigotica de la delecion 32 (58% de los fallecidos y 21% de los

no fallecidos) (Tabla 1V.1). De forma interesante, se encontr0 una asociacion estadisticamente
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significativa entre la presencia de la delecién 32 y la fatalidad (p=0.0013). Este resultado sugiere
que la inmunodeficiencia generada por la expresion del receptor mutado, tiene un impacto
significativo en la mortalidad relacionada a la infeccion por el virus pandémico. Este efecto
negativo de la delecion 32 sobre la evolucion de la enfermedad, fue observado en otras
enfermedades virales, por ejemplo, existen evidencias que apoyan la asociacion de la delecién
delta 32 a la severidad de la infeccion por los flavivirus (88). Ademas, existen reportes en la
literatura que relacionan el efecto del CCR5A32 con la severidad de la enfermedad producida por

los virus influenza (215-218).

Tabla I1V.1. Relacion entre la fatalidad en pacientes diagnosticados con el virus influenza
A(HIN1)pdm09 y la presencia de la delecién 32 del CCR5 (x*=10.28; p=0.0013).

CCR5+/- CCR5+/+
Fallecido (n=24) 14 10
No fallecido (n=52) 11 41

Leyenda: CCR5+/+ (homocigotico salvaje); CCR5+/- (heterocigotico para la delecion)

Kohlmeier y colaboradores retaron con el virus influenza ratones de fenotipo salvaje para el
CCRS5 vy ratones deficientes para este receptor. Demostraron que el CCR5 participd en el
direccionamiento de los linfocitos TCD8+ al sitio de infeccion y que su ausencia se asocid con un
incremento de la mortalidad (216). Esto, unido a que el CCR5 constituye una caracteristica
fenotipica de las células Th1l, sugiere que la deficiencia del CCR5 influye de forma negativa en el
proceso de eliminacién viral y de parasitos intracelulares de forma general (219). Los hallazgos
anteriores realizados por otros autores, pueden explicar la asociacion significativa entre la
presencia de la delecion 32 del CCR5 vy la fatalidad en individuos cubanos infectados por el virus
el virus influenza A(H1N1)pdmO09.

Otros investigadores demostraron que la interaccion entre RANTES y el CCR5 establece sefiales
antiapoptéticas para la supervivencia de los macrofagos durante la infeccion viral (119), por lo
que la deficiencia del CCR5 pudiera ser un factor de riesgo de origen genético asociado al
incremento de la severidad de la enfermedad producida por el virus influenza A(H1N1)pdmO09.
En la figura V.7, se represento la variacion en los niveles de expresion del ARN de RANTES en
presencia o ausencia de la delecién 32 del CCRS.
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Figura I1V.7: Niveles de expresion del ARN de RANTES: fallecidos/CCR5=10;
fallecidos/CCR5A32=14; no fallecidos/CCR5=41; fallecidos/CCR5A32=11. Solo se mostraron
los valores de p<0.05. Las barras de error representan la desviacion estandar de la media de los
valores de expresion del ARN.

Se observaron diferencias significativas en la expresion del ARN de RANTES entre las muestras
de fallecidos/CCR5A32 y las de los no fallecidos/CCR5, no fallecidos/CCR5A32 vy
fallecidos/CCR5. Estas diferencias pueden explicarse teniendo en cuenta los hallazgos de
Amiram y colaboradores, ellos plantearon que los neutrofilos y las células T activadas en estado
de apoptosis que expresan el CCR5, secuestran y eliminan a RANTES de los sitios de
inflamacidn, actuando como terminadores de las sefiales de quimiocinas durante la resolucion de
la inflamacion (220). Aplicando este conocimiento al presente estudio, los portadores de la
delecion 32 del CCR5 presentan una capacidad reducida de eliminar RANTES vy otras
quimiocinas de los sitios de infeccion, afectando el inicio de la fase de resolucion de la
inflamacion y causando méas dafio en los tejidos y organos, con un desenlace fatal para el

paciente.

También se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion del ARN de
RANTES entre los fallecidos/CCRS5 y los no fallecidos/CC5RA32 (Figura IV.7). Este resultado
pareceria contradictorio, si tenemos en cuenta el analisis realizado hasta ahora. Sin embargo, es
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necesario recordar que la mutacion solamente se detectd en su forma heterocigoética, es decir,
aunque en densidades bajas, hay expresion del CCR5. Por esta razén, el desenlace fatal de la
enfermedad pudo estar determinado ademas, por la accion de otros factores individuales
(embarazo, obesidad, proceso oncologico, EPOC, inmunosupresion, infeccion bacteriana
secundaria, entre otros) (221). Ademas, dentro del grupo no fallecidos/CCR5A32 (integrado por
11 muestras), hay 2 muestras pertenecientes al grupo ETI, las cuales expresaron niveles bajos del
ARN de RANTES respecto al grupo IRAG (Figura 1V.6), lo que definitivamente pudo influir

disminuyendo los niveles de expresion general de este grupo.

Por otro lado, los niveles de expresion del ARN de RANTES también se diferenciaron de forma
significativa entre los fallecidos/CCR5 y los no fallecidos/CCR5 (Figura IV.7). Este
comportamiento puede ser explicado por la tormenta de citocinas, definida como una respuesta
inmune excesiva y no controlada ante la infeccion, con una liberacion masiva de citocinas pro-
inflamatorias y quimo atrayentes en los pulmones, dentro de las cuales encontramos a RANTES
(222).

Haciendo un andlisis mas profundo, se conoce que la interaccion CCR5-RANTES es esencial
para inhibir la apoptosis de las células infectadas por el virus (incluyendo a los macréfagos), sin
embargo, la apoptosis de las células infectadas es imprescindible en la defensa del hospedero.
Esta aparente paradoja, tiene su explicacion en la funcién crucial que tienen los macréfagos
infectados en oponer resistencia a la muerte celular y ademas, eliminar las células infectadas y
apoptoticas del tejido. Si este proceso de eliminacion se interrumpe por la apoptosis de los
macrofagos debido a una deficiencia en la interaccion CCR5-RANTES, no se eliminan los
patdgenos ni las células residuales apoptdticas, causando un dafio adicional al tejido (119). Por lo
tanto, se puede inferir que la expresion deficiente del CCR5 detectada en el presente trabajo
posiblemente afecto la interaccion RANTES-CCRS5, produciendo un efecto negativo sobre la
eliminacidn eficiente de las células infectadas y las células apoptoticas, con un posible desenlace
fatal.

Los resultados obtenidos en este acapite, permitieron esclarecer la funcién de algunos elementos

del sistema inmune y del hospedero, en el desenlace de la enfermedad producida por el virus
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influenza A(HIN1)pdmO09. Sin embargo, es necesario aclarar que una limitante de esta
investigacion lo constituye la comparacion establecida entre muestras provenientes de diferentes
localizaciones anatomicas, donde el sistema inmune tiene sus propias particularidades (211). Aun
asi, al igual que en este estudio, otros autores presentaron evidencias de que los niveles elevados
de RANTES, junto a otras quimiocinas como MCP-1 e IP-10, estan directamente correlacionados

con la severidad de la enfermedad y la mortalidad producida por los virus influenza (87, 90, 223).

1V.3 ldentificar la circulacién de variantes de los virus influenza resistentes a los

bloqueadores del canal M2 y a los inhibidores de la neuraminidasa en el periodo de estudio.

Es evidente, que la genética del hospedero y la respuesta inmune frente a una cepa nueva de virus
influenza, constituyen factores que pueden determinar incrementos en los niveles de mortalidad
en las poblaciones. También es cierto que los nuevos conocimientos acumulados en este campo
ofrecen nuevas dianas para evitar las complicaciones durante la infeccion con variantes
emergentes de los virus influenza. Sin embargo, las vacunas y las drogas antivirales constituyen
la primera linea de defensa frente a estos virus, ocupando los antivirales un lugar preponderante
durante los eventos pandémicos. A pesar de esto, durante la evolucion de los virus emergen
variantes resistentes a las drogas antivirales en uso, por lo que es de vital importancia mantener
una vigilancia estricta para detectar a tiempo el surgimiento de variantes virales resistentes y

mantener actualizadas las guias de tratamiento y prevencion (224).

IVV.3.1 Deteccion de marcadores moleculares de resistencia a los bloqueadores del canal M2

en los virus influenza A circulantes en Cuba.

En la actualidad se conoce que un cambio aminoacidico en cualquiera de los cinco residuos del
dominio de transmembrana de esta proteina (L26F, V27A, A30T, S31N, G34E) confiere
resistencia cruzada a la amantadina y rimantadina (225). El analisis de las secuencias
aminoacidicas cubanas revelo la presencia de la mutacion S31N en la proteina M2 del 100% de
los virus influenza A(H3N2) estudiados (Figura 1VV.8a). Por otro lado, no se observé ninguno de
los marcadores moleculares de resistencia a los adamantanos en el caso de las secuencias

obtenidas para los virus influenza A(H1N1) estacional.
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Figura 1V.8. Alineamiento comparativo de las secuencias de aminoacidos de la proteina M2 de
los virus influenza A obtenidas a partir de muestras de pacientes cubanos: a) virus influenza
A(H3N2) estacionales y b) virus influenza A(H1N1)pdmO09.

Estos resultados coinciden con otros estudios, donde el 100% de las cepas resistentes a los
adamantanos pertenecieron a los virus influenza A(H3N2), y el mismo porcentaje de cepas
sensibles fue encontrado en los virus influenza A(H1IN1) estacional (226, 227). Sin embargo, al
realizar un analisis con secuencias de varias regiones del mundo, Deyde y colaboradores
revelaron la presencia del 96% de cepas resistentes para los virus influenza A(H3N2) y del 15%
para el caso de los virus influenza A(H1N1) estacional (145). En Cuba no se detectaron variantes
resistentes a los adamantanos en los virus influenza A(HLN1) a diferencia de otras regiones del
mundo aunque con una frecuencia baja (145). En nuestra opinion, esta situacion podria deberse a
varias razones: la mayoria de las variantes resistentes fueron detectadas en paises asiaticos, la
sensibilidad de los métodos utilizados para la deteccion de las variantes resistentes, la cantidad de

muestras analizadas, entre otras.

En el presente estudio se incluyeron muestras a partir del afio 2006, lo que apoy0 el hecho de que
el 100% de los virus influenza A(H3N2) estudiados a partir de ese afio en Cuba resultaran
resistentes a los adamantanos. Esta afirmacion se fundamenta en el incremento que se produjo
entre los afios 2001-2005 y que alcanzo un nivel maximo en el afio 2006 en varios paises (145,
228). Este comportamiento se debe a que las variantes resistentes surgen de forma muy rapida en

un paciente bajo tratamiento y que se transmiten facilmente (145).
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Durante el periodo de tiempo analizado, también circulé el virus pandémico influenza
A(H1IN1)pdm09. El nuevo virus pandémico comenzd a ser detectado desde abril/2009 co-
circulando con los virus influenza A(H3N2), A(H1N1) estacional e influenza B. Posteriormente
se convirtié en el virus predominante y desplazo totalmente de la circulacion al virus A(HIN1)
estacional (19). ElI 100% de las secuencias cubanas de la proteina M2 del virus influenza
A(H1N1)pdmO09 resultd ser resistente a los adamantanos al detectarse la sustitucion S31N (Figura
IV.8b), demostrando que los virus influenza A(H1N1)pdmO09 eran resistentes a los adamantanos.
Los resultados obtenidos en este trabajo para el virus pandémico estan en concordancia con otros
articulos que sefialaron que estos virus son resistentes a los blogueadores del canal i6nico M2
desde su deteccidn por primera vez en la poblacion humana (184, 229, 230).

Los resultados del presente estudio demostraron por primera vez en Cuba la importancia de llevar
a cabo la vigilancia de la circulacion de las variantes resistentes a los adamantanos. El hecho de
que un virus pandémico resistente a los inhibidores de este tipo de antiviral haya desplazado de la
circulacion a uno sensible, marcé pautas en el tratamiento, decidiéndose el uso de los INAs
disponibles previo a la obtencidn de una vacuna contra el virus pandémico. El hecho de mantener
esta vigilancia también permite la correcta toma de decisiones en cuanto a politicas de
tratamiento se refiere y permite trazar nuevas estrategias terapéuticas y para el disefio de nuevos

compuestos antivirales contra la influenza.

1VV.3.2 Deteccion de marcadores moleculares de resistencia a los inhibidores de la

neuraminidasa en los virus influenza A y B circulantes en Cuba.

Los virus influenza A y B eran susceptibles al oseltamivir a nivel mundial desde su
disponibilidad en el afio 1999, excepto en raras excepciones. Durante la temporada 2008-2009 se
produjo un incremento significativo en los niveles de resistencia al oseltamivir en los virus
influenza A(H1N1) estacionales a nivel mundial, debido a la presencia de la mutacion H275Y en
la NA (231).

En Cuba, aunque se tiene constancia del uso de los adamantanos en el control de brotes (232) las
drogas antivirales no se empleaban con frecuencia. Esto se debi6 probablemente a los precios y

disponibilidad de los antivirales en el mercado, y a que la vacunacion anti-influenza en los grupos
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de riesgo constituia una préactica comun (233). Aunque el oseltamivir se introdujo por primera
vez en la practica clinica en el afio 1999 (234), en Cuba esto no sucedié hasta el afio 2009 durante

el curso de la pandemia causada por el virus influenza A(H1IN1)pdmQ9.

Segun los resultados obtenidos en el presente estudio, durante los afios 2006-2007 no se
evidencio la circulacion de cepas de virus influenza con marcadores moleculares de resistencia al
oseltamivir. Sin embargo, en el afio 2008, el 100% de los virus influenza A(H1N1) estacional
presentaron la mutacion H275Y (Figura 1V.9), cambio principal relacionado con la resistencia a
este inhibidor de la NA. Este comportamiento fue semejante al informado por Gubareva y
colaboradores en el afio 2008 quienes detectaron este mismo patrén de resistencia al oseltamivir
(235). Los resultados publicados por otros paises revelaron que durante el afio 2008, los niveles
de resistencia alcanzaron valores entre el 95% y el 100% (236-238), semejante a los obtenidos en

la presente investigacion.
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Figura 1V.9. Alineamiento comparativo de las secuencias de aminoacidos de la proteina NA de
los virus influenza A(H1N1) estacionales obtenidas a partir de muestras de pacientes cubanos.

Aunque la resistencia al oseltamivir surge fundamentalmente en pacientes inmunocomprometidos
bajo tratamiento con la droga antiviral, el incremento en los niveles de resistencia a los INAs no
se asocio a la presion global del uso del oseltamivir (239). Este planteamiento se sustentd en el
hecho de que paises como Japdn que utilizaron el antiviral con frecuencia elevada los niveles de
resistencia solo alcanzaron el 2.6% (240), mientras que en Noruega el antiviral se empled con
baja frecuencia y los niveles de resistencia alcanzaron el 67.6% (241). Estos hallazgos apoyan la

deteccion en Cuba de variantes de los virus influenza A(H1N1) estacionales resistentes al
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oseltamivir durante el afio 2008, antes de la introduccion de esta droga antiviral al pais en el afio
2009. Aln quedaria la interrogante de cual o cuales factores determinaron la circulacion y el
predominio de estas variantes resistentes, en un periodo en que el tratamiento con oseltamivir no

estaba incluido en la préactica clinica.

En este sentido, antes de la temporada 2007-2008, los virus influenza A(H1N1) estacionales con
la mutacion H275Y en la NA no se fijaron en la circulacion, probablemente debido a una tasa de
transmision baja. Sin embargo, un analisis de la fijacion de los virus tipo-A/Brisbane/59/2007 que
circularon durante la temporada 2007-2008, revel6 que habian recuperado su fijacion y
transmisibilidad (148). Posteriormente se determind que las mutaciones permisivas V234M vy
R222Q originadas previamente a la mutacion H275Y en la NA, posibilitaron la estabilidad del
balance entre las funciones antagonicas de la HA y la NA, contribuyendo a la fijacion del virus
en la poblacion (242). Durante el andlisis de las secuencias cubanas se detectd la presencia de
estas mutaciones a partir del aflo 2007 sin la presencia de la H275Y, sin embargo, para el afio
2008 las cepas contenian las mutaciones permisivas y adicionalmente la H275Y (Figura 1V.9).

En el presente estudio, no se encontraron variantes resistentes al oseltamivir en los virus
influenza A(H3N2), influenza B e influenza A(H1N1)pdm09. También es importante sefalar,
gue en las secuencias cubanas del virus pandémico del afio 2009 no se detectaron las mutaciones
permisivas de la NA. Este hallazgo coincide con lo reportado por Memoli y colaboradores,
quienes publicaron la no deteccién de estas mutaciones en los virus influenza A(H1IN1)pdmQ9,
sugiriendo ademés que probablemente este virus no las necesite para mantener su estabilidad,

incrementando el riesgo de la emergencia de resistencia (243).

Kaverin y colaboradores demostraron que tanto los cambios en la HA como en la NA pueden
determinar la sensibilidad natural a los INAs (244), probablemente debido a una alteracién en el
balance entre las funciones antagonistas de estas dos glicoproteinas (94). Se ha sugerido que las
mutaciones T155A, V223I, R2291, K222T, S186F y S165I en la proteina HA, disminuyen su
afinidad por el &cido sialico. Esta observacion realizada a partir de estudios in vitro, determino la
liberacion de las particulas virales de forma menos dependiente de la actividad de la NA (231).
Por otro lado, Mishin y colaboradores encontraron el mismo efecto mediante la glicosilacion de
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la proteina hemaglutinina en el residuo N162 (245). Ambos efectos proporcionan al virus un
mecanismo compensatorio ante la pérdida de actividad de la NA, funcionando como un

mecanismo de resistencia a este tipo de droga antiviral.

El andlisis de las secuencias cubanas de la HA de los virus influenza A(HLN1)pdmQ9 revelo la
presencia del residuo N162 en 13 de ellas, todas detectadas entre los meses de enero y agosto del
afio 2010.A través del andlisis en el servidor NetNGlyc 1.0 se determind a este residuo como un
sitio potencial de N-glicosilacién, y con ello una menor dependencia de la actividad de la NA
(Figura IV.10). Estas variantes virales tendrian la capacidad de multiplicarse ain en presencia de
los INAs.
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Figura 1V.10. Alineamiento comparativo de las secuencias de aminoacidos de la proteina HA de
los virus influenza A(H1IN1)pdm09, mostrando la ganancia de un sitio de N-glicosilacion en el
residuo aminoacidico 162.

Los resultados presentados en esta investigacion, contribuyeron al primer reporte de la
circulacién en Cuba de variantes resistentes a los bloqueadores del canal M2 y a los inhibidores

de la neuraminidasa de los virus influenza.
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V. DISCUSION INTEGRADA

La capacidad que tienen los virus influenza de adaptarse a varios hospederos y de experimentar
eventos de reordenamiento genético, asegura la generacion constante de cepas nuevas con niveles
impredecibles de patogenicidad, transmisibilidad y potencial pandémico (10). Esta es la razén
fundamental por la cual los virus influenza causan epidemias estacionales de forma recurrente y
pandemias globales de forma ocasional en la poblacion humana. Con el objetivo de disminuir las
complicaciones durante la infeccidn por este agente infeccioso, la vacunacion se ha convertido en
una practica comun. La clave del éxito para que un programa de vacunacion anti-influenza sea
efectivo radica en la seleccion correcta de las cepas de la vacuna. Sin embargo, la presion
selectiva que establece el sistema inmune sobre el virus induce variaciones genéticas que dan
origen a cepas antigénicamente nuevas. Por esta razén, un panel de expertos de la OMS revisa el

contenido de la vacuna cada temporada para los hemisferios Norte y Sur (11).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion aportaron datos sobre la primera
caracterizacion genetica de los virus influenza circulantes en Cuba, resultando también de gran
interés para la region debido a la escasa informacion sobre las caracteristicas de estos virus en las
zonas tropicales y subtropicales (246, 247). Algunas variantes de los virus influenza A y B
detectadas en Cuba fueron anélogas a los linajes incluidos en las vacunas, y presentaron las
mutaciones que definieron cada linaje. Sin embargo, otras variantes, particularmente de los virus
influenza A(H1N1) estacional y los virus influenza B no siguieron ese comportamiento. La
informacién derivada de este analisis constituye una alerta sobre la posible ineficacia de la
vacuna, sustentada en la falta de analogia entre las cepas circulantes y las incluidas en la vacuna.
Esta alerta cobra mayor importancia para los grupos de riesgo y permite a tiempo el cambio de

estrategia de tratamiento con el uso de drogas antivirales como alternativa.
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Otro hallazgo importante fue la deteccion por primera vez del linaje B/Yamaga/88 de los virus
influenza B en Cuba. Este hecho también tuvo repercusiones sobre la vacunacion en su
formulacién trivalente, debido a que en una misma temporada circularon los dos linajes de los
virus influenza B, por lo que la poblacion vacunada quedo6 desprotegida contra uno de ellos. Aqui
la recomendacién inmediata es el uso de las drogas antivirales, priorizando los grupos de riesgo y
controlando la diseminacion de los brotes (248). Otra recomendacién pudiera ser la
administracion de la vacuna tetravalente, la cual incluye los dos linajes de los virus influenza B
(183).

Dentro del periodo seleccionado los virus influenza A(H1N1)pdmO09 protagonizaron la primera
pandemia de influenza del siglo XXI (249). La vigilancia molecular durante el periodo inter-
pandémico permitié detectar la introduccion de esta variante nueva en la poblacion cubana. Los
resultados del analisis molecular demostraron que el grupo genético 7 predominé entre los virus
influenza A(H1IN1)pdmO9 circulantes en Cuba, comportamiento similar a otras regiones del
mundo. Las mutaciones detectadas fueron similares a las de otras investigaciones, en cambio se
detecto la variante D222E en lugar de la D222G asociada a la severidad de la enfermedad por
algunos autores. Este hallazgo, demostro la necesidad de mantener una estricta vigilancia sobre la
futura evolucion del virus, con el objetivo de poder detectar a tiempo algun cambio relacionado al
incremento en su virulencia. La analogia genética entre los virus circulantes y la cepa del virus
incluida en la vacuna, resulté un indicativo importante en la reduccion del impacto de la

pandemia sobre los grupos de riesgo y la poblacion en general.

Durante las epidemias estacionales, los niveles de morbilidad y mortalidad son méas pronunciados
en los nifios pequefios que no se han expuesto previamente al virus, asi como en los adultos
mayores de 65 afios de edad con una funcion inmunolodgica deprimida (5). La enfermedad
causada por los virus influenza puede ser leve, localizada en el TRS y autolimitada. Sin embargo,
en algunas ocasiones la enfermedad progresa a una neumonia primaria o secundaria que puede
traer como consecuencias el fallo mdltiple de 6rganos, fallo respiratorio, sindrome de distrés
respiratorio agudo, y en algunas ocasiones la muerte (4). En las pandemias la morbilidad y la
mortalidad alcanzan niveles devastadores en el grupo de adultos jovenes, hecho al que se han

dedicado numerosos estudios sin llegar a un consenso con los resultados obtenidos (7). Existen
76



evidencias que proponen la participacion de factores virales, del hospedero y ambientales sobre la
severidad de la enfermedad causada por los virus influenza (8-10).

La pandemia producida por el virus influenza A(H1IN1)pdmQ9, en Cuba al igual que en otras
regiones del mundo, se califico de leve a moderada por su impacto. Sin embargo, entre los meses
de abril a diciembre del afio 2009 se produjo un incremento en las notificaciones de las IRAG y
los casos fatales, con un predominio de las personas de 55 afios 0 menos. El presente estudio
permitio determinar la relacion de los niveles de expresion del ARN de IL-1B, IL-8, RANTES y
el TLR-2, y la presencia del CCR5A32 con la severidad de la enfermedad producida por los virus
influenza A(H1N1)pdmQ9 en Cuba. Los resultados obtenidos demostraron que RANTES vy el
TLR-2 contribuyeron significativamente al incremento de la severidad del cuadro clinico
producido por el virus pandémico. Otro hallazgo de interés fue que se encontré una relacion
significativa entre la delecion 32 del CCR5 y el fallecimiento de personas con diagndstico
positivo a influenza A(H1IN1)pdm09. Estos resultados apoyan las caracteristicas multifacéticas y
complejas de la inmunidad frente a los virus influenza, la cual involucra diferentes armas de la
respuesta inmune, y que al parecer todas son requeridas para lograr la eliminacion del virus de
forma eficiente. La exacerbacion de algunos de los elementos de la respuesta inmune demostrada
en este trabajo, puede traer consigo un dafio inmunopatoldgico severo y la muerte. Los resultados
aqui expuestos y los obtenidos por otros grupos de investigadores, ofrecen posibles dianas para
futuras intervenciones terapéuticas. Sin embargo, constituye un gran reto realizar estas
intervenciones con elevado grado de precision para equilibrar los efectos positivos y negativos
del sistema inmune. La profundizacion en este tipo de estudio, también permitird establecer
marcadores genéticos del hospedero como indicadores de alto riesgo para el desarrollo de la
forma severa de la enfermedad producida por los virus influenza. Todo esto permitird ampliar el
espectro de intervenciones sobre la interaccion virus-hospedero, con el objetivo de disminuir las

complicaciones de la enfermedad.

A pesar de los avances del conocimiento del hombre acerca de los virus influenza, las tasas de
morbilidad y mortalidad producidas por este agente infeccioso tienen un considerable impacto
negativo a nivel mundial (250). El uso de las drogas antivirales durante la infeccion con los virus

influenza constituye la intervencion primaria para el tratamiento y la profilaxis post-exposicion.
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Sin embargo, la emergencia de la resistencia a los bloqueadores del canal M2 dejo6 obsoleto el uso
de este tipo de droga antiviral, mientras que por otro lado emergen variantes resistentes a los
INAs. Este panorama hace mas compleja la toma de decisiones para el tratamiento y la profilaxis
de esta enfermedad (12). La presente investigacion aportd los primeros resultados sobre los
patrones de resistencia frente a las drogas antivirales anti-influenza en Cuba. El hallazgo més
significativo fue la deteccidn de patrones moleculares de resistencia a los bloqueadores del canal
M2 y a los inhibidores de la neuraminidasa. EI 100% de los virus influenza A(H3N2) y
A(HIN1)pdmO09 analizados resultaron resistentes a los bloqueadores del canal M2, mientras
permanecieron sensibles a los INAs. Estos resultados son de gran importancia para los clinicos,
pues les permite elegir certeramente la droga antiviral para el tratamiento. Por otro lado, las
autoridades del Ministerio de Salud Publica cuentan con la informacion necesaria para trazar
adecuadamente las estrategias de tratamiento y prevencién durante los brotes y epidemias. Ante
la no disponibilidad de vacunas y la resistencia a los blogueadores del canal M2 de los virus
influenza A(H1N1)pdmO09, los resultados obtenidos permitieron elegir con seguridad a los INAs
como terapia alternativa. Esta intervencion fue clave en la prevencion de las complicaciones de
los grupos de riesgo y en el control de los brotes durante la pandemia del afio 2009. Por otro lado,
los virus influenza A(H1N1) estacionales resultaron sensibles a los adamantanos, mientras que la
resistencia al oseltamivir emergio a partir del afio 2008, después de la aparicion de mutaciones
permisivas desde el afio 2007. Las mutaciones permisivas fueron las responsables de la
diseminacion de la variante resistente al oseltamivir de los virus influenza A(H1N1) estacional en
todo el mundo. Afortunadamente, estos virus fueron desplazados de la circulacion estacional, por
lo que todos los virus influenza que circulan en el humano en la actualidad son sensibles al

oseltamivir, con algunas excepciones.

Otro resultado del presente trabajo demostré la deteccion de la mutacion S162N en la HA de los
virus influenza A(HIN1)pdmO09 detectados en el Gltimo periodo de la pandemia en Cuba. El
efecto de este cambio es la compensacion de la actividad de la neuraminidasa a través de una
eficiencia reducida en la unién de la HA a los receptores celulares (245, 251). La importancia de
la deteccidn de esta variante es que puede multiplicarse en presencia de los INAs, por lo que se

recomendd mantener bajo estricta vigilancia su evolucion.
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Quedd demostrado que la caracterizacion de los principales factores (virus, hospedero, ambiente)
que determinan el curso de las epidemias y de la propia enfermedad causada por los virus
influenza, puede contribuir al incremento de la efectividad de las politicas trazadas para mitigar
su efecto devastador. La caracterizacion genética de los virus influenza permite vigilar el
surgimiento de variantes nuevas del virus, estableciendo en tiempo la necesidad de actualizar
algin componente de la vacuna o el surgimiento de una cepa con potencial pandémico. Ademas,
a través de este tipo de caracterizacion es posible la identificacion de determinantes de virulencia
para un mejor entendimiento de los genotipos relacionados a la patogenicidad y de los factores

gue contribuyen al origen de las pandemias.

La caracterizacion de los patrones de resistencia a las drogas antivirales aporta informacion atil
para la toma de decisiones en las politicas de tratamiento. La emergencia de variantes resistentes
a las drogas antivirales en uso, apuntan hacia la necesidad urgente de desarrollar tratamientos
alternativos contra la influenza, como es el caso del desarrollo de nuevos compuestos antivirales.
Las estrategias en desarrollo incluyen mejorar el disefio de las drogas disponibles (ruta de
liberacion y potencia), la identificacion de compuestos que tengan como diana diferentes
proteinas virales y la aplicacion de terapias combinadas. Alternativamente, numerosos estudios
han resaltado la posibilidad de hacer diana sobre las interacciones virus-hospedero y sobre los
mecanismos celulares del hospedero para desarrollar nuevas formas de terapia contra la

influenza.
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VI. CONCLUSIONES

Las relaciones filogenéticas de los virus influenza A y B en Cuba durante el periodo 2006-
2010, demostraron la circulacion de diferentes variantes genéticas de estos virus y su

agrupacion en diferentes linajes.

Se demostro la circulacion de algunas variantes de los virus influenza A(H1N1) estacional e
influenza B que fueron genéticamente divergentes respecto a las cepas de la vacuna

estacional.

Las caracterizaciéon genética de los virus influenza A(HLN1)pdmO9 reveld la circulacién de

variantes con diferentes mutaciones y el predominio del grupo genético 7.

La sobre expresion de los niveles del TLR-2 y RANTES, y la presencia de la forma
heterocigotica del CCR5A32 contribuyeron a la severidad de la enfermedad producida por el
virus influenza A(H1IN1)pdmO09.

Se evidencid la circulacion de variantes de virus influenza A(H3N2) y A(H1IN1)pdm09

resistentes a los inhibidores del canal M2.

Las variantes de virus influenza A(H1N1) estacional resistentes a los inhibidores de la NA
circularon en Cuba de forma predominante desde el afio 2008, después de la ganancia de

mutaciones permisivas.

La mutaciébn compensatoria S162N detectada en la HA de los virus influenza
A(H1N1)pdmO09, sugiere la posible multiplicacion del virus en presencia de los INAs y su

diseminacion en la poblacion.
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VIl. RECOMENDACIONES

. Sistematizar la caracterizacion genética de los virus influenza e introducir a los analisis
otros genes determinantes de la patogenicidad (PB1-F2, PB2, PA y NS1).

Introducir otros elementos de la respuesta inmune innata en el analisis de la asociacion

entre la respuesta inflamatoria y la severidad de la enfermedad producida por los virus
influenza.

Introducir las pruebas de resistencia in vitro a las drogas antivirales anti-influenza.
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Anexo 2

NuUmeros de acceso de las secuencias de la hemaglutinina correspondientes a las cepas de

referencia utilizadas para la edicion y anélisis filogenéticos.

Temporada Cepa de referencia Acceso al GenBank
2006-2008  A/Wisconsin/67/2005(H3N2) CY034116
2008-2010  A/Brisbane/10/2007(H3N2) CY039087
2010-2011  A/Perth/16/2009(H3N2) GQ293081
2005-2007  A/New Caledonia/20/1999(H1N1) CY031336
2007-2008  A/Solomon Islands/3/2006(H1N1) EU124177
2008-2010  A/Brisbane/59/2007(H1N1) CY030232
2006-2008  B/Malaysia/2506/2004 CY038287
2008-2009  B/Florida/4/2006 EU515992
2009-2011  B/Brishane/60/2008 FJ766842




Anexo 3

NUmeros de acceso de las secuencias de un segmento de la regién HA1 de la hemaglutinina de
los virus influenza A(H1N1) estacional, A(H3N2 e influenza B obtenidas a partir de las

muestras de pacientes cubanos.

Cepas cubanas Acceso al GenBank

Influenza A(H1N1)estacional

A/HABANA/352/2007 JX4592679
A/HABANA/353/2007 JX4592680
A/HABANA/168/2008 JX4592681
A/HABANA/172/2008 JX4592682
A/HABANA/176/2008 JX4592683
A/HABANA/177/2008 JX4592684
A/HABANA/178/2008 JX4592685
A/HABANA/179/2008 JX4592686
A/HABANA/240/2008 JX4592687
A/HABANA/922/2009 JX4592688
A/HABANA/942/2009 JX4592689
A/HABANA/1156/2009 JX4592690
A/HABANA/625/2009 JX4592691
A/HABANA/352/2007 JX4592679
Influenza A(H3N2)

A/Habana/292/2006 EU179797
A/HABANA/27/2007 JX853781
A/HABANA/181/2007 JX894567
A/HABANA/199/2007 JX894568
A/HABANA/200/2007 JX894569
A/HABANA/203/2007 JX894570
A/HABANA/301/2007 JX894571
A/HABANA/302/2007 JX894572
A/HABANA/307/2007 JX853782
A/HABANA/347/2007 JX894573
A/HABANA/123/2009 HQ190935
A/Habana/692/2009 JX894574
A/HABANA/664/2009 JX853783
A/HABANA/778/2009 JX853784




A/Habana/957/2009 JX894575
A/HABANA/1044/2009 JX894576
A/HABANA/1292/2009 JX853785

A/Habana/3647/2009 JX894577
A/HABANA/11052/2010 HQ190936
A/HABANA/14840/2010 JX853786
A/HABANA/15447/2010 JX853787
A/HABANA/15722/2010 JX853786

Influenza B
B/HABANA/103/2006 JX4592655
B/HABANA/110/2006 JX4592656
B/HABANA/145/2006 JX4592657

B/HABANA/15467/2010 JX4592658
B/HABANA/1645/2009 JX4592659
B/HABANA/2136/2009 JX4592660
B/HABANA/14278/2010 JX4592661
B/HABANA/15468/2010 JX4592662
B/HABANA/15596/2010 JX4592663
B/HABANA/15835/2010 JX4592664
B/HABANA/159/2006 JX4592665
B/HABANA/29/2009 JX4592666
B/HABANA/283/2006 JX4592667
B/HABANA/286/2006 JX4592668
B/HABANA/288/2006 JX4592669

B/HABANA/72/2006 JX4592670

B/HABANA/89/2006 JX4592671

B/HABANA/93/2006 JX4592672

B/HABANA/96/2006 JX4592673

A/HABANA/65/2009 JX4592674
A/HABANA/103/2009 JX4592675
A/HABANA/117/2008 JX4592676
A/HABANA/260/2008 JX4592677




Anexo 4

NUmeros de acceso de las secuencias de un segmento de la regién HA1 de la hemaglutinina de

los virus influenza A(H1N1)pdmO09 obtenidas a partir de las muestras de pacientes cubanos.

Cepas cubanas

Acceso al GenBank

A/Habana/11/2009 HM176610.1
A/Habana/14/2009 HM176609.1
A/Habana/54/2009 JQ922272
A/Habana/128/2009 HM176611.1
A/Habana/289/2009 JQ922273
A/Habana/353/2009 JQ922274
A/Habana/1235/2009 JQ922275
A/Habana/1383/2009 JQ922276
A/Habana/2030/2009 JQ922277
A/Habana/2177/2009 JQ922278
A/Habana/2665/2009 HM176606.1
A/Habana/2687/2009 HM176607.1
A/Habana/2700/2009 HM176608.1
A/Habana/3469/2009 JQ922279
A/Habana/3528/2009 JQ922280
A/Habana/3578/2009 JQ922281
A/Habana/3619/2009 JQ922282
A/Habana/4144/2009 JQ922283
A/Habana/4613/2009 HM159409.1
A/Habana/4622/2009 HM159410.1
A/Habana/4677/2009 HM159411.1
A/Habana/4683/2009 HM159412.1
A/Habana/4714/2009 HM159413.1
A/Habana/4725/2009 HM159414.1
A/Habana/4743/2009 HM159415.1
A/Habana/5392/2009 HM159417.1
A/Habana/5417/2009 HM159416.1
A/Habana/5456/2009 HM159418.1
A/Habana/5550/2009 JQ922284
A/Habana/6449/2009 JQ922285
A/Habana/6970/2010 JQ922286



A/Habana/7326/2010
A/Habana/7374/2010
A/Habana/9696/2010
A/Habana/9765/2010
A/Habana/9790/2010
A/Habana/9937/2010
A/Habana/10291/2010
A/Habana/10773/2010
A/Habana/10853/2010
A/Habana/10904/2010
A/Habana/11106/2010
A/Habana/11659/2010
A/Habana/11757/2010
A/Habana/11955/2010
A/Habana/13623/2010
A/Habana/14511/2010
A/Habana/15203/2010

1Q922287
HQ190941.1
JQ922288
HQ190937.1
Q922289
HQ190938.1
HQ190939.1
JQ922290
JQ922291
JQ922292
JQ922293
Q922294
Q922295
Q922296
1Q922297
JQ922298
JQ922299




Anexo 5

NUmeros de acceso de las secuencias de referencia utilizadas para la edicién de las secuencias

de un segmento de los genes de la matriz y la neuraminidasa.

Temporada Cepa de referencia Acceso al GenBank

Gen M Gen NA
2006-2008  A/Wisconsin/67/2005(H3N2) EU100611 EF541463.1
2008-2010  A/Brishane/10/2007(H3N2) CY031812 EU199420.1
2010-2011  AJ/Perth/16/2009(H3N2) - GQ293082

2005-2007  A/New Caledonia/20/1999(HIN1)  DQ508860.1  AJ518092
2007-2008  A/Solomon Islands/3/2006(H1N1) CY031341 EU124136

2008-2010  A/Brisbane/59/2007(H1N1) CY031391 CY058489
2006-2008  B/Malaysia/2506/2004 - EF566434
2008-2009  B/Florida/4/2006 - EU515938
2009-2011  B/Brishbane/60/2008 - FJ766839

2009-2011  A/California/07/2009 (H1IN1)pdmO9 - FJ984386.1




Anexo 6

NUmeros de acceso de las secuencias de un segmento del gen de la matriz y la neuraminidasa

de los virus influenza obtenidas a partir de las muestras de pacientes cubanos.

Acceso el GenBank

Subtipo Cepas cubanas (Gen de la proteina M)
A/HABANA/306/2006 JX549342
A/HABANA/27/2007 JX549343
A/HABANA/199/2007 JX549344
A/HABANA/200/2007 JX549345

H3N2 A/HABANA/300/2007 JX549346
A/HABANA/302/2007 JX549347
A/HABANA/307/2007 JX549348
A/HABANA/389/2009 JX549349
A/HABANA/664/2009 JX549350
A/HABANA/190/2006 JX549374
A/HABANA/352/2007 JX549375
A/HABANA/353/2007 JX549376

H1N1lestacional A/HABANA/354/2007 JX549377
A/HABANA/168/2008 JX549378
A/HABANA/177/2008 JX549379
A/HABANA/179/2008 JX549380
A/HABANA/1156/2009 JX549381
A/HABANA/3578/2009 JX549366
A/HABANA/4144/2009 JX549367

HIN1pdmO9 — \ /i ABANA/11106/2010 IX549368

A/HABANA/11955/2010 JX549369




Acceso el GenBank

Subtipo Cepas cubanas (Gen de la proteina
NA)

A/HABANA/306/2006 IX556133
AHABANA/27/2007 IX556134
A/HABANA/199/2007 IX556135
A/HABANA/200/2007 IX556136
H3N2 A/HABANA/217/2007 IX556137
A/HABANA/221/2007 IX556138
A/HABANA/307/2007 IX556139
A/HABANA/1044/2009 IX556140
A/HABANA/15824/2010 IX556141
A/HABANA/15722/2010 IX556142
A/HABANA/15447/2010 IX556143
A/HABANA/14840/2010 IX556144
A/HABANA/190/2006 IX556103
A/HABANA/352/2007 IX556104
A/HABANA/353/2007 IX556105
_ A/HABANA/168/2008 IX556106
HINL estacional ), A g ANA/176/2008 IX556107
A/HABANA/177/2008 IX556108
A/HABANA/179/2008 IX556109
A/HABANA/1156/2009 IX556110
B/HABANA/159/2006 IX556145
B/HABANA/72/2006 IX556146
B/HABANA/89/2006 IX556147
InfluenzaB  B/HABANA/93/2006 IX556148
B/HABANA/103/2006 IX556149
B/HABANA/110/2006 IX556150
B/HABANA/145/2006 IX556151
A/Habana/289/2009 IX556111
A/Habana/353/2009 IX556112
A/Habana/406/2009 IX556113
HINIpdmO9 /1 1abana/1235/2000 IX556114
A/Habana/1383/2009 IX556115
A/Habana/2030/2009 IX556116




A/Habana/2177/2009
A/Habana/2558/2009
A/Habana/2565/2009
A/Habana/2566/2009
A/Habana/2658/2009
A/Habana/2665/2009
A/Habana/2666/2009
A/Habana/3383/2009
A/Habana/3391/2009
A/Habana/3469/2009
A/Habana/3528/2009
A/Habana/3599/2009
A/Habana/3617/2009
A/Habana/3619/2009
A/Habana/3620/2009
A/Habana/3626/2009
A/Habana/4613/2009
A/Habana/4622/2009
A/Habana/4677/2009
A/Habana/4683/2009
A/Habana/4714/2009
A/Habana/4725/2009
A/Habana/4743/2009
A/Habana/5470/2009
A/Habana/5483/2009
A/Habana/5546/2009
A/Habana/5553/2009
A/Habana/7374/2010
A/Habana/8232/2010
A/Habana/8427/2010
A/Habana/9696/2010
A/Habana/9765/2010
A/Habana/9790/2010
A/Habana/9937/2010

A/Habana/10291/2010
A/Habana/10295/2010
A/Habana/10773/2010

JX556117

JX556118

JX556119

JX556120

HM176612
HM176613
HM176614
HM159391
HM159392
JX556121

JX556122

HM159393
HM159394
HM159395
HM159396
HM159397
HM159398
HM159399
HM159400
HM159401
HM159402
HM159403
HM159404
HM159405
HM159406
HM159407
HM159408
HQ190930
JX556123

JX556124

JX556125

HQ190931
JX556126

HQ190932
HQ190933
HQ190934
JX556127



A/Habana/10904/2010
A/Habana/11106/2010
A/Habana/11830/2010
A/Habana/11957/2010
A/Habana/13628/2010

JX556128
JX556129
JX556130
JX556131
JX556132




Anexo 7
Secuencia de aminoacidos correspondientes a un segmento de la region

secuencias de referencia se denotan con REF. Inmediatamente debajo de cada secuencia de

secuencias de Cuba.

100
ol

A/Wisconsin/67/2005_REF
A/Habana/292/2006
A/Brisbans /10/2007_REF
A/HABANA/27/2007
A/HABANA/181/2007
A/HABANR/195/2007
A/HABANA/200/2007
A/HABANR/203/2007
A/HABANA/301/2007
A/HABANR/302/2007
A/HABANR/307/2007
A/HABANR/347/2007
A/Perth/16/2009_REF
A/Habana/692/2009
A/HABANR/664/2009
A/HABANR/778/2009
A/HRBRANA/1044 /2009
A/HABANR/1292/2008
A/Habana/3647/2009
A/Victoria/208/2009 BEF
A/HABANA/123/2009
A/Habana/957/2009
A/HABANA/11052/2010
A/HABANA/14B40/2010
A/HABANA/15447/2010
A/HABANA/15722/2010

m

b bt o

A/Wisconain/67/2005_REF
A/Habana/292/2006
A/Brisbane/10/2007_REF
A/HABANR/27/2007
A/HRBRANR/161/2007
A/HABANR/195/2007
A/HRBRNR/200/2007
A/HABANA/203,/2007
A/HABANR/301/2007
A/HABANA/302,/2007
A/HRBRNR/307/2007
A/HABANA/347,/2007
A/Perth/16/2009_REF
A/Habana/692/2009
A/HABANA/ 664,/2009
A/HABANA/778/2009
A/HABANR/1044/2009
A/HABANA/1252/2009
A/Habana/3647/2009
Afvictoria/208/200% REF
A/HABANR/123/2009
A/Babana/957/200%
A/EABANA/11052/2010
A/BABANA/L4840/2010
A/HABANA/15447/2010
A/BABANA/L1ST22/2010

HA1 la HA del virus

influenza A(H3N2). Las
referencia aparecen las

Los aminoacidos conservados respecto a la secuencia A/Wisconsin/67/2005_REF estan representados por puntos. Los rectangulos de diferentes colores

delimitan a los aminoacidos mapeados en los sitios antigénicos definidos (A-E).



Anexo 8

Secuencia de amino&cidos correspondientes a un segmento de la region HA1 la HA del virus influenza A(H1N1) estacional.
Las secuencias de referencia se denotan con REF. Inmediatamente debajo de cada secuencia de referencia aparecen las
secuencias de Cuba.

A/HABANA/190/2006 .
AfSolomon_Islandsf3/2006_EEF .

ASHABAMAS177 /2008
ASHABANASLTE S 2008
ASHABAMAS179/2008
ASHABAMA/Z40/2008
A/Habana/922/2009
AfHabana /9422009
ASHABANAS1136/2009
A/HABAMAS623/2009

I EEEFEEEET R R N

!lﬂ 210 220 ] 240 e 240 30
alopaebevacloscalocsalocsalanaslosanlossalococlonealoncnlocaalocanboscaloncalonaclonaclls

AfNew_Caledonia/20/1999_REF 5 = W Jnnswsmsnrpnumm RINYYMTLLERGDT I I FEANGHLIAPRYATALSRGTGSG ur:‘--mcu-:c"'rw ATHSSLE
ASHABANA/190/2006 i A J

AfSolomon_Talands/3/3006_REF .

A/Brisbane/59/2007_REF ’
ASHABAMA/ 35272007

ASHABANASL72 /2008
ASHABANASLTE/2008
ASHABANA/S177/2008
ASHABAMA/S178,/2008
ASHABAMA/179/2008
A/HABANA/240/2008
AfHabana /5222009
AfHabana/$42/2009
ASHABANAS11596/2009
ASHABANA/ 623,/2009

Los aminoécidos conservados respecto a la secuencia A/New_Caledonia/20/1999_REF estan representados por puntos. Los rectangulos de diferentes colores delimitan a los
aminoacidos mapeados en los sitios antigénicos definidos (Sa, Sh, Ca y Cb).



Anexo 9

Secuencia de aminoéacidos correspondientes a un segmento de la region HALl la HA del virus influenza B (Linaje
B/Victoria/87). Las secuencias de referencia se denotan con REF. Inmediatamente debajo de cada secuencia de referencia
aparecen las secuencias de Cuba.

I slo 1 ‘Io 1 ?In [} .Io 1 'Iu 1 Ii.n 1 ! :o 1 'l“ 1
Lineage_B/Victoria/2/87 KGTKTRGKLCPKCLNCTDLDVALGREKCTGTIESAKAS ILHEVKPVT SGCFP IMEDRTRIRQLENLLRGYENIRLSTHN VI
B/Brisbane/32/2002 RET .
B/Malaysia/2506/2004_REF ..
B/HABANA/72/2006
B/HABANA/89/2006
B/HABANA/93/2006
B/EABAMA/96/2006
B/HABANA/103/2006
B/HABANA/110/2006
B/HABANA/145/2006
B/HABANA/159/2006
B/HABANA/283/2006
B/HABANA/286/2006
B/HEABAMA/288/2006
B/Brisbans/€0/2008_REF
B/EABAMA/260/2008 e
B/Habana/29/2009 B
B/HABANA/ 65/2009
B/HABANA/103/2009
B/EABANA/1645/2009
B/HABANA/2136/2009
B/HABANA/14278/2010
B/HABANA/15467/ 2010
B/HABANA/15468/2010 .
B/HABAMA/15596/2010 e
B/HABANA/15835/2010 e

D909 D D9 M C M EW M M D% DM D9 £ 0 £ Do Eu Pw B Do D DM DM -

1llﬂ . 190 200 210 20 230 240 %0 260 e 200 290
Lineage_B/Victoria/2/87  VEVFYICTECEDQITVW
B/Brisbane/32/2002 REF
B/Malaysia/2506/2004_REF
B/EABAMA/72/2006
B/EABAMA/89/2006
B/EABAMA/93/2006
B/EABAMA/96/2006
B/HABAMA/103/2006
B/EABANA/110/2006
B/EABANA/145/2006
B/HABAMA/159/2006
B/EABANA/283/2006
B/HEABANA/286/2006
B/EABANA/288/2006
B/Brisbane/60/2008_REF
B/EABAMA/260/2008
B/Babana/29/2009
B/HABAMA/65/2009
B/EABANA/103/2009
B/HABANA/1645/2009
B/HABANA/2136/2009
B/EABAMA/14278/2010
B/EABANA/15467/2010
B/EABAMA/15468/2010
B/EABAMA/15596/2010
B/HABANA/15835/2010

[ T T T Ty PRy D
¥QRG ILLPQKWWCASGRSKVIKGSLPLIGEADC

Lazo 120 Lazo 160 meeem

Leyenda | 0150 mmmsmm Hélice 190

Los aminoécidos conservados respecto a la secuencia que define al linaje B/Victoria/2/1987 estan representados por puntos. Los rectdngulos de
diferentes colores delimitan a los aminoacidos mapeados en los sitios antigénicos definidos (Lazo 120, Lazo 150, lazo 160 y Hélice 190).



Anexo 10
Secuencia de aminoacidos correspondientes a un segmento de la region HAL1 la HA del virus influenza B (Linaje

B/Yamagata/88). Las secuencias de referencia se denotan con REF. La secuencia de Cuba estd representada como
A/Habana/117/2008.

a0 a0 100 110 120
EEEEY Y I IR IR R
HEVREVT SCCFP IMADRTKIRQLENLLRGYENIRLST

1
Linsage B/Yamagata/l6/88 & TEIR KLCPNCL

B/shanghai f361/2002 REF ..D.
B/Florida/4/2006 REF ..D.
B/Bangladesh/3333/2007 ..D.
B/Wisconsin/01/2010 REF .D.
A/HARARNA/117/2008 B ..D.
180 150 200 210 220 230 240 250 260 e 80 2%0
Jowealooashoneafoanallovanfoancfooanfosacfenan]s " PR EETEY FYTRY PP PR DY PP PR e PR prre
Lineage B/Yamagata/l6/88 EVFYICTKCEDQITVRGFHE DNEAOMENLYCDENE LPQSGRIVVD YMVOK PGRT GTIVY QRGVLLPOEVWCASGRSKVIKGSLFLIGERDC
B/Shanghai /3612002 REF ....... [ JPAP A | 5, A — T
B/Flocida/4/2006 REFT - 1 T o I« P ..M.
B/Bangladesh/3333/2007 cesssnsBesnsasnscsssslaTanuncnconnsnsncssssasssrarnssacssoPesun .
B/Wisconsin/01/2010 REF ....... - TP T...5. .M.
A/HABANA/LLT/2008 000 ..., Biveuinuan T .M.

Lazo 120 Lazo 160 s
Leyenda | 150 sssssm Hélice 190

Los aminoécidos conservados respecto a la secuencia que define al linaje B/Ymagata/16/1988 estan representados por puntos. Los rectangulos de diferentes colores delimitan a los aminoacidos
mapeados en los sitios antigénicos definidos (Lazo 120, Lazo 150, lazo 160 y Hélice 190).
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