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RESUMEN

La influenza A H1N1 es el resultado de recombinacion de los genes de la Influenza porcina tanto
del linaje Norteamericano como del linaje Eurasiatico, los genes de la influenza Aviar de linaje
Norteamericano y la Influenza Estacional. Contiene en su estructura a dos estructuras la hemaglutinina
(HA) que posee una gran variabilidad génica y la neuraminidasa (NA) que posee 4 sitios activos para
la funcion enzimatica de la Sialidasa. El virus de la Influenza tiene 8 segmentos de RNA que codifican
11 proteinas que cumplen funciones de replicacion e infeccion viral. Los cambios observados en
la hemaglutinina del nuevo virus estan concentrados en los 5 sitios antigénicos (A-E) responsables
de inducir anticuerpos neutralizantes; ademas el sitio C exhibe la sustitucion aminoacidica Asp277Asn
(acido aspartico+'3fasparagina en la posiciéon 277 de la hemaglutinina) que “introduce” un nuevo sitio

de glicosilacién que podria enmascarar dicho determinante antigénico
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ABSTRACT

The influenza A H1N1 is the result of recombination
of the genes of the Influenza swinish point of the North
American lineage as of the lineage Eurasiatic, the
genes of the influenza Aviar of North American lineage
and the Seasonal Influenza. It contains in their structure
two structures the hemaglutinina (HA) possesses a
great variability génetics and the neuraminidasa (NA)
that possesses 4 active places for the enzymatic
function of the Sialidasa. The virus of the Influenza
has 8 segments of RNA that code 11 proteins that
complete replicacién functions and viral infection. The
changes observed in the hemaglutinina of the new
virus are concentrated in the 5 places antigénics (A-
E) responsible for inducing antibodies neutralizantes;
also the place C exhibits the substitution aminoacidic
Asp277Asn (acid aspartico*'3fasparagina in the position
277 of the hemaglutinina) that introduces a new
glicosilacion place that could mask statement decisive
antigénic.
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INTRODUCCION

Durante mucho tiempo el hombre a buscado la
causa de la Influenza atribuyéndola al tiempo o
al cosmos hecho que le da el nombre Influenza
viene del Latin Influentia puesto que indicaban
que las epidemias se debian a “Influencias
Astrales”. La palabra Virus significa veneno y se
caracteriza por el parasitismo genético
indispensable para su replicacion, el grado de
infectividad y la antigenicidad que posee. El virus
de la Influenza pertenece a la familia
Orthomyxoviridae (Ortho = Verdadero; Myxo =
Mucus) haciendo referencia a la afinidad de este
agente para unirse a dicha sustancia.'"
Es importante Senalar que los virus Influenza
A producen enfermedad en humanos, porcinos,
equinos, aves y mamiferos marinos como focas
y ballenas. Los virus Influenza B e Influenza
C producen enfermedad s6lo en el hombre. Los
virus Influenza tipo Ay tipo B poseen un genoma
fragmentado en 8 segmentos, mientras que el
tipo C exhibe 7°.

INFLUENZA A H1N1
El Virus Orthomyxoviridae agente patogénico de
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la Influenza de Acido Ribonucleico (RNA) de
cadena sencilla constituida por 8 fragmentos en
sentido negativo, tiene la caracteristica de poseer
una hélice interna de RNA que tiene
aproximadamente 9nm de diametro, de alta tasa
de cambio Antigénico y una transcripcion del RNA
que se lleva a cabo en el nucleo de las células
huésped tiene dos estructuras antigénicas la
Hemaglutinina (HA) y la Neuraminidasa (NA) .
(Figura1y 2).

La morfologia del virus esta esquematizada a
continuacioén la primera figura muestra los
componentes estructurales y la segunda imagen
muestra un segmento de Ribonucleoproteina y

sus componentes especificos 4.
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Figura. 1 Esquema que Representa el Virus de la Influenza y sus
principales componentes.

RNA de Polaridad (-)

Figura. 2 Esquema que representa la Ribonucleoproteina RNP y
sus componentes: Polimerasa basica 1 PB1, Polimerasa Basica 2
PB2 y Polimerasa acida PA.

Subtipos de Diferenciacion de la Influenza

Hemaglutinina: Presenta una gran variabilidad lo
que es causante de la evolucion continua de
nuevas cepas, de epidemias y pandemias
subsecuentes de la Influenza. La palabra
hemaglutinina proviene de la capacidad de esta
proteina en aglutinar eritrocitos bajo ciertas
condiciones (Figura 3).

La secuencia completa de los aminoacidos de
HA se puede calcular a partir de la secuencia del
Gen HA, y su estructura tridimensional se revelo
con el uso de Cristalografia de Rayos X (Figura
2). La secuencia de HA contiene 556 aminoacidos,
una secuencia corta de sefal en la terminal amino
que introduce el polipéptido en el reticulo
endoplasmico. La proteina HA se fragmenta en
dos subunidades, la HA1 y la HA2 que se unen
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por un puente disulfuro. Un tramo hidrofobo cerca
de la terminal carboxilo de la HAZ fija la molécula
a la membrana mediante una pequefa cola
hidrofila que se extiende hacia el interior del
citoplasma.??.
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Figura 3. Esquema que representa la Hemaglutinina presenta los
diferentes dominios y los sitios de accion proteolitica. HA 1
(Hemaglutinina 1) HA 2 (Hemagiutinina 2), S — S (puente disulfuro)

Neuraminidasa: Es una glucoproteina que se
encuentra en la superficie de la particula viral y
es importante para determinar el subtipo de los
virus de la Influenza emergentes.

Esta particula viral es un tetramero compuesto
de cuatro mondmeros idénticos. Un delgado tallo
remata en un extremo con una cabeza en forma
de caja, sobre la parte superior de cada cabeza
existe un sitio catalitico para la NA, de modo que
cada espiga de NA contiene 4 sitios
activos.(Figura 4)

Cumple su funcion al final de la replicacion viral,
es una enzima sialidasa que retira el acido sialico
de los gluconjugados, facilitando la liberacion de
la particula viral de la superficie de las células
infectadas en el proceso de gemacion y también
evitando la autoagregacion de viriones al retirar
los residuos de acido sialico de las glucoproteinas
virales®?,

Daminio Hidrof dbico

Secuencia Conservada

Figura 4. Esquema que representa la Neuraminidasa presenta el
dominio hidrofébico y la secuencia conservada.

Clasificacion de los Segmentos Genémicos

Los fragmentos gendmicos del virus codifican
1 proteina viral, mientras otros codifican 2. Hasta
el momento se han descubierto 11 proteinas
codificadas de 8 segmentos del Acido
Ribonucleico Viral, de los cuales los segmentos
2, 7 y 9 codifican dos tipos de proteinas que
coadyuvan en la replicacion y establecimiento
del virus.”’ (Cuadro 1).

El Virus de la Influenza A HIN1 que inicialmente
fue detectado en México y luego en EE.UU. es
la resultante de la reasociacion de fragmentos de
ARN de virus Influenza de origen porcino, aviar
y humano.®

En tanto el origen porcino de 5 de dichos
fragmentos es diverso: 3 de eilos estan
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Cuadro 1. Relacion entre los segmentos del genoma a ARN
viral y las proteinas codificadas por Influenza tipo A.

Segmento Proteinas codificadas Fundones de importanda asodadas a las
de ARN proteinas virales
1 Polimeriza el ARN viral complementario (+)

. ;BZ (polimerasa bésica
)

2 s PB1 (polimerasa basica  Polimeriza el ARN viral complementario (con
1) polaridad(+])

Promueve la muerte de céllas del sistema
¢ PB1-F2 (proteina inmune (macrofagos alveolares tipo II;
codificada en el 2, marco células riticas)
de lectura de este mediada por las mitocondrias; regula a PB1.

segmento del ARN viral)  Péptido truncado
inactivo en las cepas del nuevo virus
emergente A(HIN1)
3 * PA(polimerasa &cda) PolinedudARthl()
4 * HA M ina) ion viral a
oaluhrudeiddo sidlfico, por lo que
determina el rango de espede

Protege el material genético viral en la célula
Transporta el ARN viral al niicleo

Libera las parti virales de i
mucoides y permite el egreso viral de la
célula, por lo que estd implicada en la
transmisibilidad viral

Promueve la interaccion entre la
nucleocépside y la envoltura viral

Actla como canal ibnico de transmembrana
permitiendo la  acdificacion viral
necesaria para proseguir la infeccion
intracelular.
Inhibe la actividad antiviral indudda por el
sistema Interferon, al impedir el reconocimiento
celular del ARN viral por el “sensor” celular
RIG-1 (imitando la induccion de aquél), yal
bloquear la actividad de las proteinas celulares
PKR y CPSF30

5 * NP (nudeoproteina)
6 * NA (neuraminidasa)

7 * M1(proteina de matriz 1)

* M2 (proteina de matriz
2)

8 * NS1 (proteina no
estructural 1)

1 replicacion viral

En las cepas del nuevo virus

emergente A(H1N1)se sintetiza como péptido
truncado inactivo en su interaccion con otras
proteinas

Se asocia al transporte de

* NS2 / NEP (proteina no
estructural 2 / proteina nucleocépsides
hacia la membrana ctoplasmética (junto a M1).

de exportacion nudear)

emparentados con el linaje Norteamericano y
otros 2 con el Eurasiatico (Figura 5). No se
conocen antecedentes de que este nuevo virus
haya circulado alguna vez en humanos o
animales. Se ha establecido que el virus ha
penetrado en la poblacion humana varios meses
antes de la deteccion del brote en México. ©

Las combinaciones observadas entre el afio 2005
e inicios del afio 2009 presentaban una asociacion
de genes de la influenza porcina de linaje
Norteamericano, genes de Influenza Aviar de
linaje Norteamericano, y genes de la influenza
estacional. En contra posicion tenemos a la nueva
Influenza A H1N1/2009 presentado en el actual
brote las cepas ya mencionadas y la
recombinacién con genes de la Influenza porcina
de linaje Eurasiatico que reemplaza a los genes
de Neuraminidasa y de Matriz en casos reportados
anteriormente®.( Figura 6).

La secuencia de aminoacidos de la hemaglutinina
(H1) de Influenza A(H1N1) de origen porcino
difiere sustancialmente de la correspondiente a
cepas de Influenza estacional circulantes en 2008
(también de la “familia” H1) y consiguientemente,
también diferente de la hemaglutinina H1
incorporada a la actual vacuna en uso para
humanos. A modo de ejemplo, estimaciones
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Figura 5.- Historia Genética del Nuevo Virus de la Influenza
AH1N1/2009. En cada cuadro los segmentos genémicos se muestran
a la izquierda, y las fechas desde 1918 hasta 2009 en la parte
superior. Los colores representan el origen aviar y la historia de
cada segmento genémico en cada linaje viral. Las reasociaciones
genomicas que dieron origen a las cepas H2N2 y H3N2 de influenza
A se muestran a lado izquierdo del diagrama, junto con las
cepas humanas H1N1 o sus descendientes. Las cepas virales
porcinas de influenza A (H1N1) se muestran en el lado derecho del
diagrama. Fuente: Zimmer SM, Burke DS. Historical Perspective
-Emergence of Influenza A(H1N1) Viruses. N Engl J Med 2009, Jun
29.
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Figura 6. Virus Influenza A(H1N1) de origen porcino causante
del actual brote. Composicion genética. Imagen adaptada de la
publicada en la revista The New England Journal of Medicine.
May 7, 2009 (10.1056/NEJM0a0903810). PB2: polimerasa basica
2, PB1: polimerasa basica 1; PA: polimerasa acida; HA:
hemaglutinina, NP: nucleoproteina; NA: neuraminidasa; M: matriz;
NS: proteina no estructural. Obsérvese la reasociacion de genes
provenientes de virus Influenza porcino (dos linajes diferentes),
aviar y humano.

preliminares documentaron un 27,2% de cambios
al compararse la cepa emergente
A/California/08/2009 (H1N1) con la cepa
estacional AUSA/WRAMC-1154048/2008 (H1N1).
En modo analogo, la secuencia aminoacidica de
la neuraminidasa exhibe un 18,2% de
sustituciones con respecto a la de cepas
circulantes en 2008. Estos cambios tan
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importantes se encuadran entre los denominados
cambios “mayores”, aun cuando el virus sigue
perteneciendo al subtipo H1N1 de virus. Los
cambios observados en la hemaglutinina del
nuevo virus estan concentrados en los 5 sitios
antigénicos (A-E) responsables de inducir
anticuerpos neutralizantes; ademas el sitio C
exhibe la sustitucion aminoacidica Asp277Asn
(acido asparticoe'3fasparagina en la posicion 27
de la hemaglutinina) que “introduce” un nuevo
sitio de glicosilacion que podria enmascarar dicho
determinante antigénico'® (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de un monomero de Hemaglutinina insertado
en una membrana exhibiendo los sitios antigénicos A—E. la estrella
pintada de rojo indica el nuevo sitio de glicosilacion dentro del sitio
antigénico C debido a la sustitucion de Asn - Asp en la posicion
277.

La virulencia asociada al virus Influenza tiene un
origen multigénico, ya que se asocia a la expresion
de los genes codificantes de la hemaglutinina
(HA), la neuraminidasa (NA), la polimerasa basica
1 (PB1), PB2, y de las proteinas NS1 y PB1-F2
(PB1 Frame2, codificada en forma parcialmente
yuxtapuesta aunque en un marco alternativo de
lectura al correspondiente a PB1 y expresada en
una significativa proporcion de cepas del tipo A).
Como se indico precedentemente, en el genoma
de las primeras cepas analizadas del nuevo virus
emergente, PB1-F2 exhibe una mutacion
genomica que tornaria funcionalmente inactivo
al péptido derivado ya que no abarca el dominio
de localizacion mitocondrial, responsable de su
funcion pro-apoptatica.!'> '

La transmisibilidad del virus Influenza reconoce
también un origen multigénico, estando asociada
a la hemaglutinina, la neuraminidasa, PB1y PB2.
La presencia del aminoacido acido glutdmico
en la posicion 627 de PB2 en las cepas
inicialmente caracterizadas en 2009 de Influenza
A(H1N1) de origen porcino (en lugar de lisina, un
marcador de alta transmisibilidad inter-humana
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en otras cepas de Influenza humana).

La gran variabilidad de las particulas virales le
dan una caracteristica pleomorfica pudiendo asi
adoptar diversas formas. (Figura 8)
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Figura 8. Pleomorfismo de las particulas del Virus de la Influenza,
la barra horizontal negra indica 50 nm. Fuente: Harris A. e.t al.
PNAS 2006, 13: 19123-7.

La actividad de la NA es critica para la liberacion
de las particulas virales que quedan adheridas a
la membrana citoplasmatica, lo que permite la
diseminacion viral al producirse la ruptura de la
membrana. Por su capacidad de unién a 'y
secuestro del ARN bicatenario viral (durante la
replicacion genémica) afecta la capacidad de los
receptores celulares de la respuesta inmune
innata (como el sensor RIG-1: Retinoic acid
Inducible Gene) que promueven el disparo de la
sintesis de interferon. Asimismo, NS1 se une a
RIG-1, inhibiendo su actividad directamente.
También NS1 inhibe CPSF30 (Cleavage and
Polyadenylation Specificity Factor) un factor que
participa en el procesamiento de pre-mensajeros
celulares, incluido el del interferon (IFN) (%),
A su vez, NS1 inhibe en multiples sitios la via de
senalizacion de esta citoquina (IFN-+ e IFN-¢), asi
como algunas de las proteinas inducidas por ella,
lo que favorece la replicacion viral. Ademas,
especificamente interactua con proteinas tales
como la PKR (proteina quinasa dependiente de
ARN) que promueve la apoptosis, la proteina
ARNSsal (que degrada el ARN viral) y la oligo-
adenilato sintetasa que activa la ARNsaL('®).
Las polimerasas PB1 y PB2 (junto con la PA)
participan en la constante evolucion viral asociada
a la emergencia de mutaciones nucleotidicas y
a eventuales cambios aminoacidicos y de los
correspondientes perfiles de glicosilacion, debido
a la falta de lectura de prueba inherente al
complejo enzimatico de polimerizacion. PB2 es
también asociada a la diferente propagacion viral
y virulencia en distintos tejidos y especies: son
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criticos los residuos aminoacidicos en las
posiciones 627 (Glu: acido glutamico; 6 Lys: lisina)
y 701 (Asp: acido aspartico; 6 Asn: asparagina).
Las cepas aviares altamente patogénicas H5N1
y el nuevo virus H1N1 de origen porcino (cuyo
fragmento de ARN codificante de PB2 es de
origen aviar segun se observa en la Figura 6)
exhiben Glu en la posicidon 627, mientras que las
cepas de virus Influenza humanas hasta 2008
circulantes portaban Lys en dicha posicion. El
reemplazo Glu+'3fLys en las cepas aviares se
asocia a la adaptacion viral para propagarse en
células humanas y determina una alta
patogenicidad en mamiferos. Sin embargo, la
presencia de Lys pareceria no ser totalmente
imprescindible, ya que otras mutaciones
compensatorias pueden proveer la adaptacion a
mamiferos cuando dicha sustitucion esta ausente.
Ademas, la presencia de Glu 6 Lys en la posicion
627 de PB2 determina, respectivamente, la menor
o mayor capacidad viral de replicar a 33 °C. Para
una adecuada propagacion viral interhumana a
través del estornudo y la tos, es imprescindible
que el virus pueda replicar en el tracto respiratorio
superior, donde existe dicha temperatura. De alli
que para una eventual propagacion pandémica
del virus influenza H5N1 (cuyos genes son de
origen aviar) se haya postulado la crucial
presencia de la sustitucion GlufLys en PB2 que
posibilite la propagacion tanto en el tracto
respiratorio bajo como alto. La presencia del
aminoacido Asp en la posicién 701 de PB2 es
habitual entre las cepas aviares de Influenza, asi
como en las inicialmente caracterizadas H1N1
de origen porcino. Su sustituciéon por Asn en la
cepa A/duck-Guangxi/35/2001 (H5N1) se asocio
a alta virulencia en ratones."®.

La proteina NS1 es la principal responsable de
la evasién a la respuesta inmune que exhiben
cepas previamente caracterizadas de Influenza.
Sin embargo, la cepa emergente A(H1N1) de
origen porcino, posee una sefial de terminacion
en el codén 220, lo cual crea una deleccion en
el dominio peptidico que permite su interaccion
con otras proteinas. Finalmente, es necesario
destacar que la proteina PB1-F2 estéa codificada
por muchas pero no todas las cepas del tipo A
(especialmente su prevalencia es menor en las
cepas humanas de Influenza A(H1IN1) que
circularon en los ultimos anos). PB1-F2 exhibe
(entre otras) una localizacion mitocondrial que
produce su alteracion morfoldgica, la consiguiente
pérdida del potencial de membrana mitocondrial
y promueve la apoptosis de los macréfagos
alveolares tipo 2. Esto afecta la respuesta inmune
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del hospedero al inhibir una adecuada
presentacion de los antigenos virales a los
linfocitos T CD4+ ayudadores (se impide el nexo

entre la respuesta innata y la adaptativa).
Adicionalmente, la eliminacién de dichas células,
facilita la sobreinfeccion bacteriana que es la
causa de muerte en pacientes que cursan con
enfermedad causada por la Influenza AH1N1®),
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