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1. Resumen	
  
Los	
  virus	
  Influenza	
  pertenecen	
  a	
  la	
  familia	
  Orthomyxoviridae.	
  Estos	
  son	
  virus	
  envueltos	
  

cuyo	
   genoma	
   está	
   constituído	
  por	
  ARN	
  de	
   cadena	
   simple	
   de	
   polaridad	
  negativa	
   y	
   se	
  

caracterizan	
  por	
  tener	
  un	
  genoma	
  segmentado.	
  De	
  los	
  3	
  tipos	
  conocidos	
  de	
  Influenza:	
  

A,	
   B	
   y	
   C,	
   solo	
   los	
   tipos	
   A	
   y	
   B	
   ocasionan	
   frecuentemente	
   enfermedades	
   severas	
   en	
  

humanos.	
  Los	
  virus	
  Influenza	
  tipo	
  A	
  están	
  ampliamente	
  distribuidos	
  en	
  la	
  naturaleza,	
  

infectan	
  una	
  gran	
  variedad	
  de	
  especies	
  de	
  animales	
  como	
  cerdos,	
  caballos,	
  mamíferos	
  

acuáticos	
  y	
  aves,	
  aunque	
  no	
  todas	
  las	
  cepas	
  infectan	
  a	
  todas	
  las	
  especies,	
  incluyendo	
  los	
  

seres	
   humanos.	
   Este	
   virus	
   causa	
   entre	
   300.000	
   y	
   500.000	
   muertes	
   anuales	
   a	
   nivel	
  

mundial	
   y	
   en	
   los	
   años	
  de	
  pandemia	
   este	
   número	
   se	
   puede	
   incrementar	
   a	
   1	
  millón	
   o	
  

hasta	
  50	
  millones	
  como	
  se	
  observó	
  en	
  la	
  pandemia	
  de	
  1918.	
  	
  

Cambios	
  frecuentes	
  en	
  la	
  composición	
  genética	
  y	
  antigénica	
  constituyen	
  la	
  base	
  de	
  las	
  

epidemias	
  y	
  pandemias	
  a	
  nivel	
  mundial.	
  	
  

Durante	
   el	
   año	
   1968	
   emergió	
   un	
   nuevo	
   virus	
   humano	
   subtipo	
   H3N2	
   pandémico	
  

causante	
   de	
   la	
   llamada	
   “gripe	
   de	
   Hong	
   Kong”.	
   El	
   virus	
   fue	
   generado	
   por	
  

reordenamiento	
   génico	
   entre	
   un	
   virus	
   humano	
   H2N2	
   y	
   uno	
   de	
   origen	
   aviar	
   H3N?,	
  	
  

introduciendo	
  a	
  la	
  población	
  humana	
  la	
  H3	
  y	
  PB1	
  de	
  origen	
  aviar.	
  Desde	
  ese	
  entonces	
  

el	
  subtipo	
  H3N2	
  ha	
  estado	
  circulando,	
  causando	
  morbilidad	
  y	
  mortalidad	
  en	
  sucesivas	
  

epidemias.	
  

La	
  forma	
  más	
  efectiva	
  de	
  reducir	
  la	
  morbilidad	
  y	
  mortalidad	
  del	
  virus	
  de	
  la	
  Influenza	
  es	
  

mediante	
  la	
  vacunación	
  anual	
  de	
  personas	
  con	
  alto	
  riesgo	
  de	
  complicaciones	
  asociadas	
  

al	
   virus.	
   La	
   eficacia	
   de	
   cualquier	
   vacuna	
   contra	
   la	
   gripe	
   depende	
   de	
   cuan	
  

estrechamente	
  relacionadas	
  estén	
  las	
  cepas	
  de	
  la	
  vacuna	
  con	
  las	
  cepas	
  en	
  circulación.	
  

Se	
  han	
  diseñado	
  drogas	
  antivirales	
  a	
  fin	
  de	
  controlar	
  el	
  desarrollo	
  de	
  la	
  enfermedad.	
  

En	
   el	
   presente	
   trabajo	
   estudiamos	
   el	
   grado	
   de	
   variabilidad	
   genética	
   y	
   antigénica	
   del	
  

virus	
   Influenza	
   A	
   H3N2	
   circulante	
   en	
   nuestro	
   país	
   durante	
   la	
   temporada	
   invernal	
  

2011-­‐2012	
  y	
  se	
  comparó	
  el	
  mismo	
  con	
  la	
  cepa	
  vacunal	
  recomendada	
  por	
  la	
  OMS	
  para	
  

nuestro	
   hemisferio	
   en	
   esos	
   años.	
   Asimismo	
   estudiamos	
   la	
   presencia	
   de	
   cambios	
  

aminoacídicos	
  característicos	
  que	
  definen	
  cepas	
  resistentes	
  a	
  antivirales.	
  Por	
  último	
  se	
  

utilzó	
  una	
  aproximación	
  Bayesiana	
  Monte	
  Carlo	
  con	
  Cadenas	
  de	
  Markov	
  para	
  analizar	
  

secuencias	
  del	
  gen	
  HA	
  con	
  el	
  objetivo	
  de	
  estimar	
  las	
  tasas	
  y	
  patrones	
  evolutivos	
  de	
  este	
  

virus	
  desde	
  el	
  año	
  2006	
  hasta	
  la	
  actualidad.	
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2.	
  Introducción	
  
	
  

2.1.	
  La	
  Enfermedad	
  
	
  

2.1.1.	
  Epidemiología	
  y	
  patogénesis	
  

	
  

La	
  Influenza	
  A	
  o	
  gripe	
  es	
  una	
  enfermedad	
  respiratoria	
  caracterizada	
  por	
  ser	
  altamente	
  

contagiosa.	
   Esta	
   enfermedad	
   	
   causa	
   entre	
   300.000	
   y	
   500.000	
  muertes	
   anuales	
   en	
   el	
  

mundo	
  y	
  en	
  los	
  años	
  de	
  pandemia	
  este	
  número	
  se	
  puede	
  incrementar	
  a	
  1	
  millón	
  o	
  hasta	
  

50	
  millones	
  como	
  se	
  observó	
  en	
   la	
  pandemia	
  de	
  1918	
  (Nguyen-­‐Van-­‐Tam	
  y	
  Hampson	
  

2003;	
  Holmes	
  2009).	
  El	
  agente	
  causante	
  de	
  esta	
  enfermedad	
  es	
  el	
  Virus	
  de	
  Influenza	
  A	
  

(VIA).	
  Éste	
  virus	
  presenta	
  un	
  período	
  de	
  incubación	
  de	
  uno	
  a	
  cuatro	
  días,	
  dependiendo	
  

en	
  gran	
  medida	
  de	
   la	
   carga	
  viral	
  y	
  del	
  estado	
   inmunitario	
  del	
  hospedero.	
  Las	
   células	
  

blanco	
   primarias	
   de	
   los	
   virus	
   son	
   las	
   células	
   del	
   epitelio	
   respiratorio	
   desde	
   las	
   vías	
  

aéreas	
  superiores	
  hasta	
  los	
  alvéolos.	
  	
  

	
  

La	
  enfermedad	
  puede	
  presentarse	
  como	
  una	
  infección	
  asintomática	
  o	
  en	
  formas	
  leves	
  

como	
  rinitis	
  o	
  faringitis.	
  También	
  puede	
  presentarse	
  como	
  neumonías,	
  principalmente	
  

en	
  personas	
  mayores	
  con	
  enfermedades	
  crónicas,	
  lo	
  cual	
  genera	
  casos	
  más	
  graves	
  y	
  a	
  

veces	
  fatales.	
  La	
  edad	
  es	
  un	
  factor	
  muy	
  importante	
  en	
  las	
  epidemias	
  anuales	
  de	
  gripe.	
  Si	
  

bien	
   las	
   tasas	
   de	
   incidencia	
   son	
   mayores	
   en	
   niños	
   pequeños	
   y	
   adolescentes,	
   la	
  

mortalidad	
   es	
   mucho	
   más	
   frecuente	
   entre	
   los	
   enfermos	
   de	
   más	
   edad,	
   tengan	
   o	
   no	
  

patología	
  subyacente	
  (Glezen	
  y	
  cols.	
  1982;	
  OMS	
  2009b).	
  

	
  

La	
  enfermedad	
  alcanza	
  su	
  pico	
  de	
  mayor	
  prevalencia	
  durante	
  el	
   invierno,	
  y	
  debido	
  a	
  

que	
   el	
   hemisferio	
   norte	
   y	
   el	
   hemisferio	
   sur	
   atraviesan	
   esta	
   estación	
   en	
   diferentes	
  

momentos,	
   existen	
   dos	
   temporadas	
   de	
   gripe	
   cada	
   año.	
   Por	
   otro	
   lado,	
   en	
   regiones	
  

tropicales	
  dicha	
  temporada	
  es	
  anual.	
  Además	
  del	
  clima	
  y	
  la	
  humedad,	
  el	
  estilo	
  de	
  vida	
  

de	
  las	
  poblaciones	
  y	
  otros	
  factores	
  están	
  asociados	
  a	
  la	
  aparición	
  de	
  la	
  gripe	
  (Gutierrez	
  

y	
  cols.	
  2001).	
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La	
   gripe	
   es	
   una	
   enfermedad	
   que	
   tiene	
   también	
   notables	
   consecuencias	
   para	
   la	
  

actividad	
  económica	
  de	
  los	
  países.	
  Ello	
  obedece	
  al	
  ausentismo	
  laboral	
  y	
  escolar,	
  al	
  que	
  

se	
   añaden	
   los	
   costos	
   derivados	
   de	
   la	
   asistencia	
   a	
   los	
   enfermos.	
   El	
   número	
   de	
  

hospitalizaciones	
  anuales	
  relacionadas	
  al	
  virus	
  de	
  la	
  Influenza	
  supera	
  muchas	
  veces	
  al	
  

número	
   de	
  muertes	
   por	
   esta	
   enfermedad.	
   Todo	
   ello	
   puede	
   llegar	
   a	
   alterar	
   de	
   forma	
  

notable	
  la	
  capacidad	
  productiva	
  y	
  económica	
  de	
  una	
  sociedad	
  (OMS	
  2009b).	
  

	
  

	
  

2.1.2.	
  Prevención	
  y	
  control	
  de	
  la	
  enfermedad	
  

	
  

	
  

2.1.2.1.	
  Vacunas	
  

	
  

La	
  forma	
  más	
  efectiva	
  de	
  reducir	
  la	
  morbi-­‐mortalidad	
  por	
  el	
  virus	
  de	
  la	
  Influenza	
  es	
  	
  a	
  

través	
  de	
   la	
   implementación	
  de	
  programas	
  de	
  vacunación	
  anual	
  de	
  personas	
  con	
  alto	
  

riesgo	
  de	
  complicaciones	
  asociadas	
  al	
  virus.	
  En	
  oposición	
  a	
   lo	
  que	
  ocurre	
  en	
  algunas	
  

enfermedades	
   prevenibles	
   con	
   vacuna,	
   la	
   endemicidad	
   mundial	
   del	
   virus	
   de	
   la	
  

Influenza,	
   la	
  persistencia	
  de	
  sus	
  reservorios	
  animales	
  y	
  principalmente	
  su	
  naturaleza	
  

altamente	
   cambiante,	
   convierten	
   al	
   virus	
   de	
   la	
   gripe	
   en	
   un	
   blanco	
   inapropiado	
   de	
  

erradicación.	
  Sin	
  embargo,	
  durante	
  los	
  últimos	
  50	
  años	
  han	
  estado	
  disponibles	
  vacunas	
  

contra	
  la	
  enfermedad	
  y	
  la	
  existencia	
  de	
  una	
  red	
  de	
  vigilancia	
  epidemiológica	
  mundial	
  

asegura	
   la	
   eficacia	
   de	
   los	
   programas	
   de	
   vacunación.	
   La	
   Organización	
   Mundial	
   de	
   la	
  

Salud	
  (OMS)	
  dedica	
  cada	
  año	
  importantes	
  recursos	
  para	
  sustentar	
  la	
  vigilancia	
  mundial	
  

sobre	
  cepas	
  dominantes	
  de	
  gripe	
  en	
  los	
  hemisferios	
  norte	
  y	
  a	
  partir	
  del	
  año	
  1999	
  	
  en	
  el	
  

hemisferio	
  sur	
  (Pontoriero	
  y	
  cols.	
  2003).	
  

	
  

La	
   eficacia	
   de	
   cualquier	
   vacuna	
   contra	
   la	
   gripe	
   depende	
   de	
   cuan	
   estrechamente	
  

relacionadas	
  estén	
  las	
  cepas	
  de	
  la	
  vacuna	
  con	
  las	
  cepas	
  en	
  circulación.	
  Debido	
  a	
  que	
  los	
  

tipos	
  principales	
  de	
  virus	
  Influenza	
  en	
  circulación	
  mundial	
  incluyen	
  un	
  tipo	
  A	
  (H1N1),	
  

un	
  A	
  (H3N2)	
  y	
  un	
  tipo	
  B,	
  las	
  vacunas	
  se	
  formulan	
  para	
  incluir	
  un	
  subtipo	
  de	
  cada	
  tipo	
  

con	
   características	
   antigénicas	
   similares	
   a	
   las	
   cepas	
   prevalentes	
   en	
   circulación.	
   La	
  

recomendación	
  de	
  la	
  OMS	
  para	
  la	
  vacuna	
  de	
  Influenza	
  de	
  los	
  años	
  2011-­‐2012	
  para	
  el	
  

hemisferio	
  Sur	
  contiene	
  dos	
  cepas	
  de	
   Influenza	
  A	
  (H1N1pdm	
  y	
  H3N2)	
  y	
  una	
  cepa	
  de	
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Influenza	
  B:	
  A/California/7/2009	
  (H1N1)pdm09-­‐like	
  virus;	
  A/Perth/16/2009	
  (H3N2)-­‐

like	
   virus	
   y	
   B/Brisbane/60/2008-­‐like	
   virus	
   (Información	
   disponible	
   en:	
  

http://www.who.int/influenza/vaccines/recommendations/2012south/en/index.htlm).	
  

	
  

La	
   vacunación	
   anual	
   puede	
   ser	
   el	
  medio	
   para	
   reducir	
   de	
   forma	
   eficiente	
   y	
   segura	
   la	
  

morbi-­‐mortalidad	
  causada	
  por	
  los	
  virus	
  Influenza.	
  Actualmente	
  las	
  vacunas	
  presentan	
  

altas	
  tasas	
  de	
  efectividad	
  en	
  niños	
  y	
  adultos	
  (70	
  a	
  90%).	
  Estudios	
  realizados	
  en	
  Estados	
  

Unidos	
   muestran	
   que	
   el	
   grupo	
   más	
   delicado	
   al	
   virus	
   de	
   la	
   Influenza,	
   los	
   adultos	
  

mayores,	
   es	
   el	
   menos	
   afectado	
   por	
   la	
   vacuna,	
   encontrandose	
   una	
   eficacia	
   promedio	
  

aproximada	
  del	
  30	
  a	
  50%	
  a	
  los	
  65	
  años,	
  y	
  de	
  15	
  a	
  30	
  %	
  en	
  mayores	
  de	
  70	
  años	
  (Nichol	
  

y	
   cols.	
   2007).	
   Sin	
   embargo	
   la	
   vacunación	
  en	
  personas	
  mayores	
  de	
  65	
  años	
   reduce	
   la	
  

mortalidad	
   causada	
   por	
   complicaciones	
   asociadas	
   al	
   virus	
   en	
   un	
   50%	
   (Hak	
   y	
   cols.	
  

2005).	
  

	
  

Estudios	
  realizados	
  en	
  Uruguay	
  en	
  referencia	
  a	
  la	
  relación	
  entre	
  la	
  vacuna	
  y	
  las	
  cepas	
  

circulantes	
  han	
  evidenciado	
  que:	
  

a)	
  El	
  virus	
  de	
  la	
  Influenza	
  B	
  (VIB)	
  que	
  circuló	
  en	
  Uruguay	
  durante	
  el	
  año	
  2002	
  estaba	
  

genética	
  y	
  antigénicamente	
  poco	
  relacionado	
  con	
  la	
  cepa	
  vacunal	
  para	
  ese	
  año	
  (Goñi	
  y	
  

cols.	
  2007).	
  	
  

b)	
   Por	
   otra	
   parte	
   estudios	
   realizados	
   para	
   VIA	
   subtipo	
  H3	
   han	
   demostrado	
   de	
   igual	
  

forma	
  que	
   las	
   cepas	
   vacunales	
   se	
   encontraban	
  genéticamente	
   en	
   clúster	
  diferentes	
   a	
  

las	
  cepas	
  circulantes,	
  salvo	
  durante	
  el	
  año	
  2007	
  (Goñi	
  y	
  cols.	
  2009).	
  

c)	
   Análisis	
   de	
   cepas	
   de	
   influenza	
   A	
   H1N1	
   pandémica	
   (H1N1pdm)	
   circulantes	
   en	
  

Sudamérica	
   en	
   el	
   año	
   2009	
   se	
   agruparon	
   en	
   el	
   clado	
   5,	
   6	
   y	
   7,	
  mientras	
   que	
   la	
   cepa	
  

vacunal	
   pertenecía	
   al	
   clado	
   1	
   (Goñi	
   y	
   cols.	
   2011);	
   los	
   clados	
   se	
   definen	
   por	
   cambios	
  

aminoacídicos	
  particulares	
  (Nelson	
  y	
  cols.	
  2009).	
  

Estos	
  estudios	
  nos	
  demuestran	
  claramente	
  la	
  necesidad	
  de	
  monitorear	
  la	
  variabilidad	
  

genética	
  de	
  las	
  cepas	
  que	
  circulan	
  en	
  nuestro	
  país	
  y	
  la	
  región	
  Sudamericana	
  de	
  forma	
  

de	
  obtener	
  vacunas	
  más	
  relacionadas	
  y	
  por	
  lo	
  tanto	
  más	
  efectivas.	
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2.1.2.2.	
  Drogas	
  Antivirales	
  

	
  

A	
  fin	
  de	
  controlar	
  el	
  desarrollo	
  de	
  la	
  enfermedad	
  se	
  han	
  diseñado	
  dos	
  tipos	
  de	
  drogas	
  

antivirales	
   las	
   cuales	
   “van”	
   contra	
   dos	
   proteínas	
   fundamentales	
   para	
   la	
   patogénesis	
  

viral	
  (las	
  cuales	
  desarrollaremos	
  más	
  adelante)	
  como	
  son	
  la	
  proteína	
  del	
  canal	
  iónico	
  y	
  

la	
  neuraminidasa.	
  Este	
  tipo	
  de	
  drogas	
  pueden	
  reducir	
  las	
  complicaciones	
  asociadas,	
  la	
  

severidad	
   y	
   la	
   duración	
   de	
   la	
   enfermedad	
   si	
   se	
   comienzan	
   a	
   utilizar	
   dentro	
   de	
   las	
  

primeras	
  48	
  horas	
  luego	
  de	
  iniciados	
  los	
  síntomas	
  (Younkin	
  y	
  cols.	
  1983).	
  Sin	
  embargo,	
  

algunos	
   pacientes	
   pueden	
   desarrollar	
   una	
   replicación	
   viral	
   sostenida	
   a	
   pesar	
   del	
  

tratamiento	
   antiviral,	
   lo	
   cual	
   sería	
   un	
   factor	
   de	
   riesgo	
   para	
   la	
   aparición	
   de	
   cepas	
  

resistentes	
  a	
  los	
  antivirales	
  actualmente	
  en	
  uso	
  (Gubareva	
  2004).	
  	
  

	
  

Los	
   adamantanos	
   (amantadina	
  y	
   rimantadina)	
  bloquean	
  el	
   canal	
   iónico	
  que	
   forma	
   la	
  

proteína	
  M2	
  de	
  los	
  VIA,	
  inhibiendo	
  el	
  intercambio	
  de	
  iones	
  necesarios	
  para	
  acidificar	
  el	
  

interior	
   del	
   virión	
   y	
   liberar	
   las	
   ribonucleo	
   proteínas	
   virales	
   (RNPv)	
   al	
   citoplasma	
  

(Wang	
  y	
  cols.	
  1993).	
  Ambos	
  poseen	
  actividad	
  antiviral	
  contra	
  VIA	
  pero	
  no	
  contra	
  VIB	
  

ni	
  el	
  Virus	
  de	
  la	
  Influenza	
  C	
  	
  (VIC)	
  (Van	
  Voris	
  y	
  Newell	
  1992).	
  Si	
  bien	
  los	
  adamantanos	
  

están	
   asociados	
   a	
   varios	
   efectos	
   secundarios,	
   han	
   sido	
   ampliamente	
   usados	
   por	
  

muchos	
  años	
  quizás	
  debido	
  a	
  su	
  amplia	
  disponibilidad	
  y	
  bajo	
  costo.	
  Se	
  ha	
  observado	
  un	
  

creciente	
   aumento	
   de	
   la	
   resistencia	
   a	
   este	
   tipo	
   de	
   fármacos	
   en	
   los	
   últimos	
   años	
  

(Simonsen	
   y	
   cols.	
   2007).	
   En	
   la	
   temporada	
   2005-­‐2006	
   se	
   observó	
   un	
   aumento	
   de	
  

comunidades	
   virales	
   resistentes	
   en	
   Japón,	
   sudeste	
   asiático,	
   Australia	
   y	
   norteamérica	
  

(Saito	
  y	
  cols.	
  2007;	
  Barr	
  y	
  cols.	
  2007;	
  Bright	
  y	
  cols.	
  2006).	
  Los	
  análisis	
  filogenéticos	
  han	
  

revelado	
   que	
   los	
   virus	
   resistentes	
   provienen	
   de	
   un	
   solo	
   linaje	
   que	
   comparte	
   una	
  

mutación	
  en	
  la	
  posición	
  aminoacídica	
  31	
  de	
  la	
  proteína	
  M2	
  (S31N)	
  la	
  cual	
  es	
  el	
  blanco	
  

de	
  esta	
  droga	
  (Simonsen	
  y	
  cols.	
  2007,	
  Hata	
  y	
  cols.	
  2007;	
  Dawood	
  y	
  cols.	
  2009;	
  Shinde	
  y	
  

cols.	
  2009).	
  Estos	
  análisis	
  han	
  demostrado	
  también	
  que	
  estos	
  virus	
  comparten	
  cambios	
  

aminoacídicos	
   	
   característicos	
   en	
   las	
   posiciones	
   193	
   (S193F)	
   y	
   225	
   (D225N)	
   de	
   la	
  

proteína	
   HA	
   (Hata	
   y	
   cols	
   2007).	
   Las	
   mutaciones	
   que	
   confieren	
   resistencia	
   no	
  

comprometen	
   la	
   capacidad	
   replicativa,	
   la	
   patogenicidad,	
   ni	
   la	
   transmisibilidad	
   viral	
  

(Bright	
  y	
  cols.	
  2005).	
  Análisis	
  de	
   los	
  VIA	
  H1N1	
  pdm	
  del	
  año	
  2009	
  mostraron	
  que	
   los	
  

mismos	
   fueron	
   resistentes	
   a	
   la	
   amantadina	
   y	
   rimantadina	
   (OMS	
   2009c;	
   Ramírez-­‐

Gonzales	
  y	
  cols.	
  2011).	
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La	
   presión	
   selectiva	
   dirigida	
   por	
   drogas	
   antivirales	
   no	
   siempre	
   es	
   responsable	
   del	
  

surgimiento	
  de	
  una	
   cepa	
   resistente.	
  Un	
   ejemplo	
  de	
   esto	
   es	
   el	
   VIA	
   subtipo	
  H3N2	
  que	
  

durante	
  los	
  últimos	
  años	
  ha	
  aumentado	
  a	
  escala	
  global	
  el	
  número	
  de	
  cepas	
  resistentes	
  

a	
   los	
   adamantanos.	
   Esta	
   resistencia	
   es	
   causada	
   por	
   un	
   simple	
   cambio	
   aminoacídico	
  

(Ser31Asn)	
   en	
   la	
   posición	
   31	
   de	
   la	
   proteína	
   M2.	
   Extrañamente	
   la	
   frecuencia	
   de	
   la	
  

mutación	
  Ser31Asn	
  ha	
  aumentado	
  bruscamente	
  en	
  poblaciones	
  donde	
   la	
  amantadina	
  

fue	
  poco	
  usada.	
  Tal	
  vez	
  surgió	
  en	
  relación	
  a	
  otras	
  mutaciones	
  benéficas	
  localizadas	
  en	
  

otra	
  región	
  del	
  genoma	
  (Simonsen	
  y	
  cols.	
  2007a;	
  Holmes	
  2009).	
  

	
  

Por	
   otro	
   lado,	
   los	
   inhibidores	
   de	
   la	
   neuraminidasa	
   (INA)	
   (Zanamivir	
   y	
   Oseltamivir)	
  

existen	
  desde	
  1999.	
  Estos	
  mimetizan	
  al	
  sustrato	
  de	
  la	
  neuraminidasa	
  	
  (NA)	
  uniendose	
  

al	
   sitio	
   activo	
   y	
   evitando	
   de	
   esta	
   forma	
   que	
   esta	
   clive	
   los	
   residuos	
   de	
   ácido	
   siálico	
  

(Moscona,	
   2005)	
   inhibiendo	
   la	
   liberación	
   de	
   los	
   nuevos	
   viriones	
   (Liu	
   y	
   cols.	
   1995;	
  

Palese	
   y	
   Shaw	
   2007),	
   limitando	
   de	
   esta	
   forma	
   la	
   infección.	
   Los	
   INA	
   si	
   bien	
   son	
  más	
  

costosos,	
   tienen	
   menos	
   efectos	
   secundarios	
   adversos	
   respecto	
   a	
   los	
   inhibidores	
   del	
  

canal	
  iónico	
  y	
  han	
  generado	
  al	
  momento	
  menos	
  cepas	
  resistentes.	
  Estos	
  se	
  utilizan	
  de	
  

forma	
   profiláctica	
   y	
   terapéutica	
   	
   tanto	
   	
   para	
   VIA	
   y	
   VIB	
   (McKimm-­‐Breschkin	
   2005;	
  

Wright	
  y	
  cols.	
  2007).	
  	
  

	
  

Los	
  antivirales	
  proporcionan	
  una	
  clave	
  farmacológica	
  para	
  responder	
  ante	
  epidemias	
  y	
  

pandemias.	
  Sin	
  embargo,	
  la	
  naturaleza	
  altamente	
  mutagénica	
  de	
  estos	
  virus	
  le	
  permite	
  

evadir	
   los	
   mecanismos	
   que	
   impiden	
   una	
   eficiente	
   replicación	
   viral.	
   Por	
   lo	
   tanto,	
   es	
  

necesario	
   el	
   desarrollo	
   de	
   nuevos	
   antivirales	
   para	
   el	
   tratamiento	
   de	
   la	
   Influenza	
   de	
  

modo	
  de	
   resolver	
   las	
   limitaciones	
  de	
   los	
   antivirales	
   actuales.	
   Por	
   esto,	
   avances	
   en	
   el	
  

entendimiento	
   de	
   los	
   mecanismos	
   involucrados	
   en	
   la	
   replicación	
   viral	
   han	
   revelado	
  

múltiples	
   blancos	
   que	
   están	
   siendo	
   estudiados	
   activamente	
   para	
   la	
   búsqueda	
   de	
  

nuevos	
   antivirales.	
   Estos	
   tienen	
   como	
   blanco	
   la	
   NA	
   y	
   las	
   proteínas	
   del	
   complejo	
   de	
  

polimerasas	
  y	
  se	
  encuentran	
  en	
  diferentes	
  estadios	
  de	
  desarrollo.	
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2.2.	
  El	
  virus	
  de	
  Influenza	
  

	
  

2.2.1.	
  Clasificación	
  y	
  Nomenclatura	
  

	
  

Los	
  virus	
  Influenza	
  pertenecen	
  a	
  la	
  familia	
  Orthomyxoviridae.	
  Esta	
  familia	
  se	
  encuentra	
  

compuesta	
   por	
   cinco	
   géneros	
   diferentes:	
   virus	
   Influenza	
   A	
   (VIA),	
   virus	
   Influenza	
   B	
  	
  

(VIB),	
  virus	
  Influenza	
  	
  C	
  (VIC),	
  virus	
  Thogoto	
  y	
  los	
  Isavirus	
  (Palese	
  y	
  Shaw.	
  2007).	
  Los	
  

Virus	
   Influenza	
   son	
   clasificados	
   en	
   tres	
   tipos	
   (A,	
   B	
   y	
   C)	
   de	
   acuerdo	
   a	
   la	
   reactividad	
  

antigénica	
  de	
  las	
  proteínas	
  de	
  matriz	
  y	
  no	
  estructural	
  del	
  virión,	
  siendo	
  los	
  tipos	
  A	
  y	
  B	
  

los	
  principalmente	
  implicados	
  en	
  enfermedades	
  severas	
  en	
  humanos	
  (Slemons	
  y	
  cols.	
  

1974).	
  	
  

En	
   lo	
   que	
   refiere	
   al	
   virus	
   de	
   influenza	
   A	
   existen	
   identificados	
   y	
   bien	
   caracterizados	
  

múltiples	
   subtipos	
   generados,	
   a	
   través	
   de	
   combinaciones	
   de	
   los	
   dieciséis	
   genes	
   que	
  

codifican	
   para	
   la	
   glicoproteína	
   de	
  membrana	
  Hemaglutinina	
   (HA)	
   y	
   los	
   nueve	
   genes	
  

que	
   codifican	
   para	
   la	
   glicoproteína	
   de	
   superficie	
   Neuraminidasa	
   (NA)	
   (Founchier	
   y	
  

cols.	
  2005;	
  Gamblin	
  y	
  cols.	
  2010;	
  Tang	
  y	
  cols.	
  2010).	
  Todos	
  los	
  subtipos	
  de	
  HA	
  y	
  NA	
  se	
  

han	
  encontrado	
  en	
  aves	
  acuáticas,	
  mientras	
  solo	
  seis	
  HA	
  y	
  dos	
  NA	
  infectan	
  a	
  humanos	
  

regularmente	
  (Webster	
  y	
  cols.	
  1992).	
  Por	
  otra	
  parte	
  los	
  virus	
  de	
  tipo	
  B,	
  son	
  mucho	
  más	
  

uniformes,	
  ya	
  que	
  portan	
  una	
  sola	
  variante	
  de	
  hemaglutinina	
  y	
  otra	
  de	
  neuraminidasa,	
  

si	
  bien	
   la	
  secuencia	
  de	
  aminoácidos	
  (aa)	
  también	
  varía	
  de	
  una	
  cepa	
  B	
  a	
  otra	
  (Laver	
  y	
  

cols.	
   1999).	
   Actualmente	
   se	
   ha	
   documentado	
   la	
   existencia	
   de	
   un	
   reservorio	
   de	
  

Influenza	
   A	
   en	
   murciélagos	
   de	
   América	
   Central,	
   lo	
   que	
   constituye	
   un	
   potencial	
  

reservorio	
   de	
   Influenza	
   en	
   mamíferos	
   salvajes.	
   Este	
   virus	
   es	
   significativamente	
  

divergente	
  de	
  entre	
  los	
  virus	
  de	
  Influenza	
  A	
  conocidos.	
  Se	
  estimó	
  que	
  la	
  Hemaglutinina	
  

del	
  virus	
  de	
  murcielago	
  ha	
  ido	
  divergiendo	
  al	
  mismo	
  tiempo	
  que	
  los	
  subtipos	
  conocidos	
  

de	
   HA,	
   designadolo	
   H17.	
   Asimismo,	
   el	
   gen	
   de	
   la	
   NA	
   de	
   este	
   nuevo	
   virus	
   es	
   el	
   más	
  

divergente	
   de	
   todos	
   los	
   subtipos	
   de	
   NA	
   conocidos,	
   designandolo	
   N10	
   (Tong	
   y	
   cols.	
  

2012).	
  	
  

	
  

La	
  denominación	
  taxonómica	
  de	
  los	
  virus	
  de	
  la	
  influenza	
  es	
  a	
  través	
  de	
  un	
  acrónimo	
  en	
  

el	
   que	
   se	
   incluye	
   en	
   primer	
   lugar	
   el	
   tipo	
   de	
   virus	
   gripal	
   A,	
   B	
   o	
   C,	
   indicándose	
   a	
  

continuación	
  el	
  hospedador	
  animal	
  en	
  el	
  que	
  se	
  ha	
  aislado,	
  si	
   la	
  cepa	
  no	
  es	
  de	
  origen	
  

humano.	
   Posteriormente	
   se	
   incluye	
   el	
   origen	
   geográfico	
   de	
   la	
   cepa	
   aislada,	
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denominación	
   de	
   la	
   cepa	
   y	
   año	
   de	
   aislamiento	
   seguido	
   entre	
   paréntesis	
   de	
   la	
  

descripción	
  antigénica	
  del	
  subtipo	
  de	
  HA	
  y	
  NA	
  (Figura	
  1).	
  

	
  

	
  

	
  

Figura1.	
  Nomenclatura	
  de	
  los	
  virus	
  de	
  la	
  Influenza	
  A	
  en	
  humanos.	
  

Extraído	
  de	
  http://www.mayomedicallaboratodies.com/articles/communique/2009/11.html.	
  

	
  

	
  

2.2.2.	
  Morfología	
  y	
  Estructura	
  del	
  Virión	
  

	
  

Los	
   virus	
   de	
   influenza	
   se	
   caracterizan	
   por	
   ser	
   virus	
   envueltos	
   cuyo	
   genoma	
   está	
  

constituido	
  por	
  ARN	
  de	
  cadena	
  simple	
  de	
  polaridad	
  negativa	
  segmentado	
  (los	
  tipos	
  A	
  y	
  

B	
  contiene	
  ocho	
  segmentos)	
  (Neumann	
  y	
  cols.	
  2004).	
  	
  

	
  

Los	
   viriones	
   de	
   los	
   VIA	
   presentan	
   un	
   estructura	
   pleiomórfica,	
   encontrándose	
  

estructuras	
   esféricos	
   de	
   aproximadamente	
   100	
   nanómetros	
   (nm)	
   de	
   diámetro	
   así	
  

como	
  también	
  viriones	
   filamentosos	
  de	
  100nm	
  de	
  diámetro	
  y	
  más	
  de	
  20nm	
  de	
   largo	
  

(Rossman	
  y	
  Lamb.	
  2011).	
  	
  

	
  

La	
   superficie	
   más	
   externa	
   del	
   virus	
   está	
   constituida	
   por	
   una	
   envoltura	
   lipídica	
  

adquirida	
   de	
   la	
   membrana	
   plasmática	
   de	
   la	
   célula	
   hospedera	
   en	
   la	
   etapa	
   de	
  

brotamiento.	
   Más	
   internamente	
   en	
   el	
   virión,	
   por	
   debajo	
   de	
   dicha	
   envoltura,	
   se	
  

encuentra	
   la	
   proteína	
   de	
   la	
   matriz	
   (M);	
   la	
   morfología	
   de	
   los	
   viriones	
   parece	
   estar	
  

determinada	
   por	
   esta	
   proteína,	
   aunque	
   la	
   	
   HA	
   y	
   la	
   Nucleoproteína	
   (NP)	
   también	
  

contribuyen	
   (Kawaoka	
   2001).	
   Observaciones	
   al	
  microscopio	
   electrónico	
  muestran	
   la	
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bicapa	
   lipídica	
   rodeada	
   por	
   espículas	
   o	
   proyecciones	
   que	
   corresponden	
   a	
   las	
   dos	
  

glicoproteínas	
  de	
  superficie	
  y	
  mayoritarias	
  en	
  el	
  virón:	
  en	
  los	
  VIA	
  estas	
  son	
  la	
  HA	
  y	
  NA	
  

de	
  10	
  a	
  12	
  nm	
  de	
  largo	
  (Kawaoka	
  2001),	
  además	
  los	
  VIA	
  poseen	
  una	
  tercera	
  proteína	
  

integral	
   de	
   membrana,	
   la	
   proteína	
   de	
   canal	
   iónico	
   (M2)	
   (Lamb	
   y	
   cols.	
   1985).	
   Los	
  

estados	
  de	
  agregación	
  de	
  las	
  proteínas	
  de	
  superficie	
  son	
  diversos,	
   la	
  HA	
  se	
  encuentra	
  

formando	
  homotrímeros	
  mientras	
  que	
  NA	
  y	
  M2	
  forman	
  homotetrámeros.	
  

	
  

El	
  genoma	
  de	
  VIA	
  codifica	
  once	
  proteínas,	
  sin	
  embargo	
  solo	
  HA	
  y	
  NA	
  son	
  sometidas	
  a	
  

N-­‐glicosilación,	
   no	
   observándose	
   O-­‐glicosilación	
   (Zhirnov	
   y	
   cols.	
   2009;	
   Blake	
   y	
   cols.	
  

2009),	
  por	
  tanto	
  contienen	
  exclusivamente	
  azucares	
  del	
  tipo	
  N-­‐glicosídico	
  (Gamblin	
  y	
  

cols.	
  2010).	
  Esta	
  generalmente	
  aceptado	
  que	
   la	
  respuesta	
   inmune	
  del	
  hospedero	
  esta	
  

principalmente	
   enfocada	
   a	
   las	
   proteínas	
  HA	
   y	
  NA,	
   por	
   lo	
   que	
   ambas	
   actividades	
   son	
  

blanco	
   de	
   anticuerpos	
   específicos	
   que	
   reaccionan	
   frente	
   a	
   ellas	
   previniendo	
   la	
  

infección.	
  Debido	
  a	
  la	
  presión	
  inmune	
  ejercida	
  por	
  estos	
  anticuerpos,	
   las	
  propiedades	
  

antigénicas	
  de	
  estas	
  glicoproteínas	
  virales	
  varían	
  a	
  lo	
  largo	
  del	
  tiempo.	
  De	
  esta	
  forma	
  

los	
   virus	
   de	
   la	
   gripe	
   pueden	
   cambiar	
   su	
   antigenicidad	
   y	
   evadir	
   así	
   los	
   mecanismos	
  

inmunológicos	
  de	
  su	
  hospedero	
  (Gamblin	
  y	
  Skehel	
  2010).	
  

	
  

Los	
  tres	
  polipéptidos	
  de	
  la	
  envoltura	
  antes	
  mencionados,	
  HA,	
  NA	
  y	
  M2,	
  son	
  proteínas	
  

integrales	
  de	
  membrana	
  y	
  presentan	
  una	
  región	
  que	
  se	
  proyecta	
  hacia	
  el	
  exterior	
  del	
  

virión	
   (ectodominio),	
   una	
   región	
   transmembrana	
   que	
   atraviesa	
   la	
   envoltura	
   y	
   una	
  

región	
   que	
   se	
   extiende	
   hacia	
   el	
   interior	
   de	
   la	
   partícula	
   viral	
   o	
   cola	
   citoplasmática.	
  

Debajo	
   de	
   la	
   envoltura	
   viral	
   se	
   encuentra	
   la	
   proteína	
   de	
  matriz	
   (M1),	
   esta	
   le	
   brinda	
  

estructura	
   al	
   virión	
   y	
   establece	
   interacciones	
   entre	
   la	
   membrana	
   lipídica	
   y	
   el	
   core	
  

interno	
  de	
  RNPv.	
  El	
  core	
  interno	
  consiste	
  en	
  los	
  ocho	
  segmentos	
  de	
  ARN	
  viral	
  (ARNv)	
  

asociados	
  a	
  NP	
  y	
  al	
  complejo	
  de	
  ARN	
  polimerasa	
  viral	
  ARN	
  dependiente	
  compuesto	
  por	
  

la	
  polimerasa	
  básica	
  1	
  (PB1),	
   la	
  polimerasa	
  básica	
  2	
  (PB2)	
  y	
  la	
  polimerasa	
  ácida	
  (PA)	
  

(Rossman	
  y	
  Lamb.	
  2011).	
  La	
  proteína	
  de	
  exportación	
  nuclear	
  o	
  proteína	
  no	
  estructural	
  

2	
  (NEP/NS2)	
  también	
  se	
  encuentra	
  presente	
  en	
  el	
  virión	
   	
  (Palese	
  y	
  Shaw	
  2007),	
  (ver	
  

Figura	
  2).	
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Figura	
  2.	
  Diagrama	
  esquemático	
  de	
  la	
  estructura	
  de	
  VIA.	
  Se	
  observan	
  proteínas	
  integrales	
  de	
  membrana	
  

(HA,	
   NA	
   y	
   M2).	
   Por	
   debajo	
   se	
   aprecia	
   la	
   proteína	
   (M1).	
   Los	
   ocho	
   segmentos	
   genómicos	
   de	
   ARN	
   se	
  

encuentran	
  rodeados	
  de	
  las	
  nucleoproteínas	
  (NP)	
  y	
  asociados	
  al	
  complejo	
  de	
  ARN	
  polimerasa	
  viral	
  (PB1,	
  

PB2	
  y	
  PA).	
  Se	
  puede	
  observar	
  la	
  presencia	
  de	
  la	
  proteína	
  no	
  estructural	
  (NEP/NS2).	
  Adaptado	
  de	
  Alice	
  

Carolyn	
  McHardy	
  y	
  Ben	
  Adams	
  Plos	
  Pathogens.	
  	
  

	
  

	
  

2.2.3.	
  Organización	
  del	
  Genoma	
  y	
  sus	
  proteínas	
  codificantes	
  

	
  

Los	
  virus	
  de	
  la	
  Influenza	
  se	
  caracterizan	
  por	
  presentar	
  un	
  genoma	
  ARN	
  simple	
  cadena	
  

segmentado	
   de	
   polaridad	
   negativa.	
   Los	
   VIA	
   y	
   VIB	
   poseen	
   ocho	
   segmentos	
   de	
   ARN,	
  

mientras	
  que	
  los	
  VIC	
  presentan	
  únicamente	
  siete	
  (Palese	
  y	
  Shaw.	
  2007).	
  	
  

	
  

El	
  genoma	
  completo	
  de	
  los	
  VIA	
  consta	
  de	
  13.600	
  nucleótidos	
  (nt)	
  (Kawaoka	
  2001).	
  Su	
  

genoma	
  está	
  constituido	
  por	
  ocho	
  segmentos	
  que	
  codifican	
  once	
  polipéptidos	
  (Palese	
  y	
  

Shaw.	
   2007;	
   Taubenberger	
   y	
  Kash.	
   2010).	
   Los	
   genes	
   virales	
   en	
   su	
  mayoría	
   codifican	
  

para	
  una	
  única	
  proteína,	
   a	
  excepción	
  de	
   los	
   segmentos	
  génicos	
  M	
  y	
  NS	
  que	
  codifican	
  

para	
   dos	
   cada	
   uno	
   (Kawaoka	
   2001)	
   (Figura	
   3).	
   Todos	
   los	
   segmentos	
   génicos	
   de	
  VIA	
  

presentan	
  características	
  altamente	
  conservadas	
  en	
  sus	
  extremos.	
  Los	
  primeros	
  doce	
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nucleótidos	
   en	
   el	
   extremo	
   3´	
   y	
   los	
   últimos	
   trece	
   en	
   el	
   extremo	
   5´	
   son	
   parcialmente	
  

complementarios	
   y	
   se	
   encuentran	
   asociados	
   entre	
   sí	
   y	
   con	
   el	
   complejo	
   de	
   la	
  

polimerasa.	
   Diversos	
   modelos	
   estructurales	
   se	
   han	
   propuesto	
   para	
   las	
   regiones	
   de	
  

interacción	
  entre	
  ambos	
  extremos	
  (Robertson	
  1979).	
  

	
  

Cuando	
  el	
  virus	
  infecta	
  una	
  célula	
  susceptible	
  y	
  permisiva	
  encontramos	
  dentro	
  de	
  ésta	
  

tres	
  tipos	
  de	
  ARN	
  de	
  origen	
  viral:	
  

	
  

a)	
  Por	
  un	
  lado,	
  los	
  ARN	
  mensajeros	
  (ARNm),	
  producto	
  de	
  la	
  transcripción	
  del	
  genoma	
  

viral.	
  Estos	
  poseen	
  polaridad	
  positiva,	
  contienen	
  en	
  el	
  extremo	
  5´	
  una	
  estructura	
  de	
  cap	
  

(7	
   metil-­‐guanosina,	
   nucleótido	
   modificado	
   de	
   guanina)	
   que	
   le	
   “roba”	
   a	
   los	
   ARNm	
  

celulares	
  y	
  10	
  a	
  13	
  nucleótidos	
  de	
  origen	
  no	
  viral;	
  	
  y	
  en	
  el	
  extremo	
  3´	
  poseen	
  una	
  cola	
  

Poly	
  A.	
  	
  

	
  

b)	
   Por	
   otro	
   lado	
   están	
   los	
   ARNv,	
   que	
   tienen	
   polaridad	
   negativa,	
   son	
   el	
   producto	
   del	
  

proceso	
  de	
  replicación,	
  son	
  los	
  ARN	
  genómicos	
  que	
  se	
  encapsidaran	
  en	
  los	
  virones	
  de	
  

la	
  progenie.	
  	
  

	
  

c)	
  Finalmente	
  están	
  los	
  ARN	
  copia	
  (ARNc),	
  que	
  son	
  copia	
  complementaria	
  de	
  los	
  ARNv,	
  

aunque	
  no	
  poseen	
  cap	
  ni	
  cola	
  Poly	
  A	
  y	
  se	
  encuentran	
  localizados	
  en	
  forma	
  acumulada	
  

en	
  el	
  núcleo	
  de	
  la	
  célula	
  infectada,	
  actuando	
  como	
  molde	
  para	
  la	
  síntesis	
  de	
  los	
  nuevos	
  

ARNv	
  (Nayak	
  1994;	
  Biswas	
  y	
  cols.	
  1998;	
  Kawaoka	
  2001).	
  

	
  

Los	
  distintos	
  segmentos	
  del	
  genoma	
  de	
  VIA	
  codifican	
  diferentes	
  tipos	
  de	
  proteínas	
  con	
  

funciones	
  específicas.	
  Básicamente,	
  las	
  mismas	
  son	
  clasificadas	
  en	
  dos	
  tipos:	
  proteínas	
  

estructurales	
   y	
   proteínas	
   no	
   estructurales.	
   Las	
   proteínas	
   estructurales	
   son	
   nueve	
   y	
  

están	
  presentes	
  en	
  la	
  partícula	
  viral	
  completa	
  propiamente	
  dicha.	
  Dentro	
  de	
  este	
  grupo	
  

de	
  proteínas	
  	
  encontramos	
  a	
  HA,	
  NA,	
  M,	
  M2,	
  NP	
  y	
  un	
  complejo	
  multiproteíco	
  formado	
  

por	
   las	
  proteínas	
  PA,	
  PB1	
  y	
  PB2.	
  Por	
  otra	
  parte	
   las	
  proteínas	
  no	
  estructurales,	
   están	
  

presentes	
  únicamente	
  en	
   la	
  célula	
   infectada	
  y	
  pueden	
  encontrarse	
  en	
  el	
  núcleo	
  como	
  

NS1	
  o	
  en	
  el	
  núcleo	
  y	
  el	
  citoplasma	
  como	
  NS2.	
  Presenta	
  función	
  específica	
  sobre	
  el	
  ARN	
  

celular,	
  dirigiendo	
  el	
  proceso	
  de	
  síntesis	
  de	
  proteínas	
  virales	
  (ver	
  Figura	
  3	
  y	
  Tabla	
  1).	
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Figura	
  3.	
  Organización	
  genómica	
  de	
  VIA.	
  Se	
  muestran	
  los	
  8	
  segmentos	
  génicos	
  de	
  polaridad	
  negativa	
  los	
  

cuales	
  codifican	
  para	
  once	
  proteínas	
  virales	
  (PB2,	
  PB1,	
  PB1-­‐F2,	
  PA,	
  HA.	
  NP,	
  NA,	
  M1,	
  M2,	
  NS1	
  y	
  NS2).	
  Si	
  

bien	
   la	
  mayoría	
   de	
   los	
   segmentos	
   génicos	
   codifica	
   una	
  proteína,	
   los	
   segmentos	
   7	
   y	
   8	
   dan	
   lugar	
   a	
   dos	
  

proteínas	
   por	
   splicing	
   alternativo.	
   Extraído	
   y	
   adaptado	
   de	
  

http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by_species/6.html.	
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Tabla	
   1.	
   Segmentos	
   génicos	
   y	
   proteínas	
   codificadas	
   por	
   el	
   virus	
   Influenza	
   A.	
   En	
   la	
   tabla	
   se	
   puede	
  

observar	
  el	
  tamaño	
  en	
  nt	
  de	
  cada	
  segmento	
  génico	
  del	
  genoma	
  de	
  Influenza	
  A	
  H3N2,	
  el	
  nombre	
  de	
  cada	
  

uno	
  de	
  las	
  proteínas	
  codificadas	
  por	
  éstos,	
  el	
  tamaño	
  en	
  aminoácidos,	
  y	
  su	
  función.	
  

	
  

Gen	
   Longitud	
  

nt	
  

Proteína	
   Tamaño	
  

aa	
  

Función	
  

1	
   2341	
   PB2	
   759	
   Transcriptasa	
  

2	
   2341	
   PB1	
   757	
   Trasncriptasa.	
  Elongación	
  

3	
   2233	
   PA	
   716	
   Transcriptasa.	
  Proteasa	
  

4	
   1770	
   HA	
   566	
   Hemaglutinina.	
  Unión	
  al	
   receptor	
  y	
  

fusión	
   de	
   membranas	
   en	
  

penetración	
  viral.	
  

5	
   1565	
   NP	
   498	
   Nucleoproteína.	
   Unión	
   al	
   ARN.	
  

Parte	
  del	
  complejo	
  de	
  transcriptasa.	
  

Transporte	
   nuclear/citoplasmático	
  

de	
  ARN	
  viral.	
  

6	
   1413	
   NA	
   454	
   Neuraminidasa.	
  Rompe	
  unión	
  entre	
  

HA	
  y	
   el	
   receptor	
  para	
   la	
   liberación	
  

de	
  nuevas	
  partículas	
  virales.	
  

7	
   1027	
   M1	
  

	
  

M2	
  

252	
  

	
  

96	
  

M1	
  Proteína	
  de	
  matriz,	
  componente	
  

principal	
   del	
   virión.	
   Interacción	
  

entre	
  RNPv	
  y	
  envoltura	
  viral.	
  

M2	
  proteína	
  integral	
  de	
  membrana.	
  

Canal	
  iónico	
  en	
  la	
  penetración	
  viral.	
  

8	
   890	
   NS1	
  

	
  

	
  

	
  

NS2	
  

230	
  

	
  

	
  

	
  

121	
  

NS1	
   proteína	
   no	
   estructural.	
   Sólo	
  

en	
   núcleo	
   de	
   células	
   infectadas.	
  

Efecto	
  sobre	
  el	
   transporte,	
  división	
  

y	
  traducción	
  de	
  ARN	
  celular.	
  

Antagonista	
  del	
  INF.	
  

NS2	
  proteína	
  no	
  estructural.	
  Núcleo	
  

y	
  citoplasma	
  celular.	
  Transporte	
  de	
  

nucleocapside	
   hacia	
   la	
   membrana	
  

citoplasmática	
  junto	
  a	
  M1.	
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2.2.3.1.	
  Polimerasas	
  

	
  

El	
   complejo	
   multiproteíco	
   polimerasa	
   es	
   un	
   heterotrímero	
   constituido	
   por	
   las	
  

subunidades	
  PB1,	
  PB2	
  y	
  PA	
  de	
  250	
  KDa,	
  responsable	
  de	
  la	
  replicación	
  y	
  transcripción	
  

del	
  ARNv	
  (Kawaoka	
  2001;	
  Resa-­‐Infante	
  2011).	
  La	
  subunidad	
  PB2	
  es	
  una	
  proteína	
  de	
  

759	
  aminoácidos	
  (aa)	
  codificada	
  por	
  el	
  segmento	
  1	
  de	
  ARNv	
  de	
  2341nt.	
  Dicha	
  proteína	
  

desempeña	
  un	
  rol	
  fundamental	
  en	
  la	
  iniciación	
  de	
  la	
  transcripción	
  debido	
  a	
  su	
  unión	
  al	
  

cap	
   en	
   las	
  moléculas	
   pre-­‐ARNm	
  del	
   hospedero.	
   Es	
   necesaria	
   para	
   la	
   iniciación	
   de	
   la	
  

transcripción	
   viral,	
   pero	
   no	
   para	
   la	
   síntesis	
   del	
   genoma	
   de	
   polaridad	
   negativa	
   ni	
   el	
  

antigenoma	
  de	
  polaridad	
  positiva	
  los	
  cuales	
  no	
  poseen	
  5´cap	
  ni	
  3´	
  cola	
  poly	
  A	
  (Palese	
  y	
  

Shaw	
  2007;	
  Resa-­‐Infante	
  2011).	
  	
  

El	
   segmento	
  2	
  del	
  ARNv	
  de	
  2341nt	
  codifica	
   la	
   subunidad	
  PB1	
  constituida	
  por	
  757aa.	
  

Comprende	
  el	
  núcleo	
  del	
  complejo	
  e	
  interacciona	
  a	
  través	
  del	
  extremo	
  N-­‐terminal	
  con	
  

PA	
  y	
  a	
  través	
  del	
  extremo	
  C-­‐terminal	
  con	
  PB2	
  (Digard	
  y	
  cols.	
  1996;	
  Resa-­‐Infante	
  2011).	
  

Evolutivamente,	
   PB1	
   es	
   la	
   subunidad	
   más	
   conservada	
   y	
   posee	
   varios	
   motivos	
   de	
  

secuencias	
   características	
   de	
   ARN	
   polimerasa	
   ARN	
   dependiente	
   (Poch	
   y	
   cols.	
   1989),	
  

orquestando	
   la	
   iniciación	
  y	
   elongación	
  del	
  nuevo	
  ARN	
  sintetizado.	
   Se	
  ha	
  descripto	
   la	
  

proteína	
   PB1-­‐F2,	
   codificada	
   por	
   un	
  marco	
   de	
   lectura	
   alternativo	
   del	
   segmento	
   2	
   del	
  

ARNv.	
  Su	
  rol	
  principal	
  en	
  la	
  virulencia	
  estaría	
  involucrado	
  en	
  la	
  inducción	
  de	
  apoptosis	
  

en	
  células	
  del	
  sistema	
  inmune,	
  haciendo	
  menos	
  eficaz	
  la	
  eliminación	
  del	
  virus	
  (Chen	
  y	
  

cols.	
   2001).	
   Para	
   la	
   iniciación	
   de	
   la	
   trascripción	
   y	
   replicación,	
   PB1	
   es	
   también	
  

responsable	
  de	
   la	
  unión	
  a	
   los	
   extremos	
   terminales	
   tanto	
  del	
  ARNv	
   (Gonzalez	
  y	
  Ortin	
  

1999;	
  Li	
  y	
  cols.	
  1998)	
  como	
  del	
  ARNc	
  (Gonzalez	
  y	
  Ortin	
  1999).	
  PB1	
  presenta	
  actividad	
  

endonucleasa,	
  la	
  cual	
  es	
  activada	
  mediante	
  la	
  interacción	
  con	
  el	
  extremo	
  3´	
  del	
  ARNv,	
  

dicha	
   actividad	
   genera	
   los	
   oligonucleótidos	
   capeados	
   necesarios	
   para	
   la	
   síntesis	
   del	
  

ARNm.	
  

Finalmente,	
  la	
  tercer	
  subunidad	
  del	
  complejo	
  polimerasa	
  es	
  la	
  PA	
  compuesta	
  por	
  716	
  

aa,	
  codificada	
  por	
  el	
  segmento	
  3	
  de	
  ARNv	
  de	
  2233nt.	
  Esta	
  proteína	
  es	
  una	
  fosfoproteína	
  

que	
  presenta	
  actividad	
  proteasa	
  implicada	
  en	
  la	
  replicación	
  del	
  ARNv.	
  Dicha	
  subunidad	
  

impulsa	
   un	
   proceso	
   proteolítico	
   que	
   disminuye	
   su	
   propio	
   nivel	
   de	
   acumulación	
   así	
  

como	
   de	
   las	
   otras	
   proteínas	
   del	
   complejo,	
   siendo	
   la	
   región	
   N-­‐terminal	
   de	
   ésta	
  

subunidad	
   la	
  responsable	
  de	
  dicho	
  proceso.	
  La	
  ARN	
  polimerasa	
  está	
  asociada	
  con	
   las	
  

nucleoproteínas	
   y	
   al	
   ARNv	
   formando	
   las	
   denominadas	
   RNPv	
   uniéndose	
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específicamente	
  a	
  secuencias	
  conservadas	
  en	
  los	
  extremo	
  5´	
  y	
  3´	
  presentes	
  en	
  los	
  ocho	
  

segmentos	
  de	
  ARNv	
  (Fodor	
  y	
  cols.	
  1994;	
  Perales	
  y	
  cols.	
  2000).	
  

	
  

2.2.3.2.	
  Hemaglutinina	
  

	
  

El	
   segmento	
  4	
  del	
  ARNv	
  de	
  1770	
  nt	
  de	
   longitud	
   codifica	
   la	
  Hemaglutinina	
   (HA),	
   una	
  

glicoproteína	
   integral	
   de	
   membrana	
   de	
   tipo	
   I	
   de	
   566aa.	
   Su	
   nombre	
   es	
   debido	
   a	
   la	
  

capacidad	
  que	
  presenta	
  dicha	
  proteína	
  de	
  aglutinar	
  eritrocitos	
  por	
  unión	
  a	
  los	
  residuos	
  

de	
   ácido	
   siálico	
   presentes	
   en	
   los	
   receptores	
   celulares.	
   Las	
   espículas	
   de	
   HA	
   son	
   de	
  

aproximadamente	
   14	
   nm	
   por	
   4	
   nm,	
   sobresaliendo	
   de	
   la	
   superficie	
   del	
   virión.	
   En	
   el	
  

proceso	
  de	
  infección	
  viral	
  la	
  HA	
  desempeña	
  dos	
  funciones	
  esenciales.	
  Por	
  un	
  lado	
  es	
  la	
  

responsable	
  de	
  la	
  unión	
  al	
  receptor	
  (ácido	
  siálico)	
  en	
  las	
  cadenas	
  de	
  carbohidratos	
  de	
  

las	
   glicoproteínas	
   o	
   glicolípidos	
   en	
   la	
   superficie	
   de	
   las	
   células	
   susceptibles.	
   Por	
   otra	
  

parte	
   juega	
  un	
  papel	
   importante	
  en	
   la	
   fusión	
  de	
   la	
  membrana	
  viral	
  y	
  endosomal,	
  que	
  

determina	
  la	
  penetración	
  de	
  las	
  RNPv	
  en	
  el	
  citoplasma	
  de	
  la	
  célula	
  infectada	
  (Palese	
  y	
  

Shaw	
  2007;	
  Taubenberger	
  y	
  Kash	
  2010).	
  

La	
   HA	
   es	
   un	
   homotrímero,	
   donde	
   cada	
   subunidad	
   contiene	
   dos	
   polipéptidos	
   que	
   se	
  

generan	
   como	
   resultado	
   del	
   clivaje	
   a	
   partir	
   de	
   un	
   precursor	
   HA0	
   (Kawaoka	
   2001;	
  

Gamblin	
  y	
  cols.	
  2010),	
   sufriendo	
  glicosilaciones	
  co-­‐traduccionales	
  y	
   remoción	
  de	
  una	
  

secuencia	
  señal	
  en	
  el	
  extremo	
  N-­‐terminal.	
  HA0	
  es	
  clivado	
  por	
  proteasas	
  del	
  hospedero	
  

en	
  residuos	
  conservados	
  de	
  arginina	
  en	
  dos	
  subunidades,	
  generando	
  HA1	
  y	
  HA2	
  ambas	
  

unidas	
   por	
   un	
   enlace	
   disulfuro.	
   Para	
   que	
   el	
   virus	
   sea	
   infeccioso	
   y	
   pueda	
   cumplir	
   un	
  

nuevo	
  ciclo	
  replicativo,	
  HA0	
  debe	
  ser	
  clivado	
  ya	
  que	
  es	
  necesario	
  para	
  activar	
  la	
  fusión	
  

de	
   la	
   envoltura	
   viral	
   y	
   la	
  membrana	
   endosomal	
   (Klenk	
   y	
   cols.	
   1975;	
   Gamblin	
   y	
   cols.	
  

2010)	
   y	
   por	
   tanto	
   es	
   un	
   determinante	
   crítico	
   en	
   la	
   patogenicidad	
   y	
   difusión	
   de	
   la	
  

infección	
  (Steinhauer	
  1999).	
  	
  

HA	
  es	
  uno	
  de	
   los	
  principales	
  blancos	
  antigénicos	
  virales	
  contra	
   los	
  que	
  se	
  dirigen	
   los	
  

anticuerpos	
  neutralizantes	
  (Palese	
  y	
  Shaw	
  2007).	
  El	
  reconocimiento	
  de	
   la	
  HA	
  por	
   los	
  

anticuerpos	
  está	
  altamente	
  correlacionado	
  a	
  los	
  cambios	
  conformacionales	
  en	
  los	
  sitios	
  

antigénicos	
   (epítopes)	
   de	
   la	
   proteína.	
   La	
   región	
   HA1	
   de	
   la	
   proteína	
   es	
   donde	
   se	
  

concentra	
   la	
  mayor	
   parte	
   de	
   los	
   epítopes,	
   siendo	
   esta	
   la	
   principal	
   responsable	
   de	
   la	
  

antigenicidad.	
   La	
   HA	
   presenta	
   cinco	
   epítopes	
   variables	
   (A,	
   B,	
   C,	
   D	
   y	
   E),	
   distribuidos	
  

principalmente	
  en	
   la	
  superficie	
  de	
   la	
  proteína	
  cada	
  uno	
  con	
  aproximadamente	
  veinte	
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aminoácidos.	
   Los	
   epítopes	
   dejan	
   entre	
   sí	
   un	
   bolsillo	
   estable	
   (en	
   el	
   que	
   se	
   localizan	
  

residuos	
  de	
  aminoácidos	
  esencialmente	
  conservados	
  entre	
  las	
  distintas	
  cepas	
  virales),	
  

el	
   verdadero	
   receptor	
   viral,	
   donde	
   se	
   asienta	
   el	
   ácido	
   siálico	
   celular	
   (Paglini	
   1999).	
  

Dado	
   las	
   dimensiones	
   y	
   disposición	
   conformacional,	
   este	
   hueco	
   es	
   inaccesible	
   a	
   la	
  

unión	
   por	
   anticuerpos,	
   pero	
   las	
   regiones	
   adyacentes	
   están	
   muy	
   expuestas	
   y	
  

constituyen	
   las	
   zonas	
   inmunodominantes	
   en	
   la	
   respuesta	
  humoral	
  del	
  hospedero.	
   La	
  

región	
   HA2	
   contiene	
   la	
   cola	
   citoplasmática	
   y	
   la	
   región	
   hidrofóbica	
   que	
   permite	
   el	
  

anclaje	
  de	
  la	
  HA	
  en	
  la	
  membrana.	
  Una	
  vez	
  en	
  la	
  vía	
  endocítica,	
  la	
  exposición	
  de	
  la	
  HA	
  a	
  

bajos	
  pH	
   lleva	
   a	
   cambios	
   conformacionales	
   irreversibles	
  que	
   activan	
   la	
   capacidad	
  de	
  

fusión	
  del	
  virus,	
  permitiendo	
  que	
  el	
  extremo	
  N-­‐terminal	
  de	
  la	
  proteína	
  HA2,	
  altamente	
  

hidrofóbico,	
   ejerza	
   su	
   función	
   de	
   fusión	
   de	
   membrana,	
   permitiendo	
   la	
   	
   entrada	
   del	
  

virus	
  a	
  la	
  célula.	
  (Garten	
  	
  y	
  Klenk	
  1999).	
  

	
  

	
  

2.2.3.3.	
  Nucleoproteína	
  

	
  

El	
   segmento	
   genómico	
   5	
   del	
   ARNv	
   de	
   1565nt	
   de	
   longitud	
   codifica	
   para	
   la	
  

Nucleoproteína	
   (NP).	
   NP	
   es	
   una	
   importante	
   fosfoproteína	
   estructural	
   de	
   498	
   aa	
   y	
  

presenta	
  múltiples	
  funciones	
  en	
  el	
  ciclo	
  infeccioso	
  del	
  virus.	
  La	
  misma	
  es	
  una	
  proteína	
  

básica,	
   rica	
   en	
   arginina,	
   glicina	
   y	
   serina	
   con	
   carga	
   neta	
   positiva	
   a	
   pH	
   neutro,	
   dichas	
  

condiciones	
   fisicoquímicas	
   facilitan	
   la	
   interacción	
  con	
  el	
  ARN	
  cargado	
  negativamente	
  

(Biswas	
  y	
  cols.	
  1998;	
  Palese	
  y	
  Shaw	
  2007).	
  Por	
  lo	
  antedicho	
  es	
  que	
  la	
  NP	
  presenta	
  	
  una	
  

considerable	
  afinidad	
  de	
  interacción	
  por	
  el	
  ARNv,	
  la	
  cual	
  es	
  independiente	
  de	
  secuencia	
  

(Baudin	
   y	
   cols.	
   1994).	
   La	
   región	
   más	
   importante	
   para	
   esta	
   interacción	
   ha	
   sido	
  

localizada	
   en	
   la	
   secuencia	
   	
  N-­‐terminal	
   de	
   la	
   proteína	
   (Albo	
   y	
   cols.	
   1995),	
   pero	
   la	
  NP	
  

establece	
  interacciones	
  con	
  el	
  ARNv	
  a	
  través	
  de	
  residuos	
  situados	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  toda	
  la	
  

molécula	
   (Elton	
   y	
   cols.	
   1999),	
   donde	
   cada	
  monómero	
   de	
   NP	
   interacciona	
   con	
   20	
   nt	
  

(Baudin	
  y	
  cols.	
  1994).	
   	
  Por	
  otra	
  parte,	
  además	
  de	
  dichas	
   interacciones,	
   típicas	
  de	
  una	
  

proteína	
   que	
   forma	
   RNPv,	
   la	
   NP	
   establece	
   contactos	
   específicos	
   con	
   la	
   polimerasa	
   a	
  

través	
  de	
  sus	
  subunidades	
  PB1	
  y	
  PB2	
  (Biswas	
  y	
  cols.	
  1998).	
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2.2.3.4.	
  Neuraminidasa	
  

	
  

El	
   segmento	
   6	
   de	
   ARNv	
   de	
   1413nt	
   codifica	
   la	
   proteína	
   Neuraminidasa	
   (NA),	
   una	
  

glicoproteína	
   integral	
  de	
  membrana	
  de	
  tipo	
   II	
  de	
  470	
  aa.	
  Esta	
  se	
  ensambla	
   formando	
  

tetrámeros	
   a	
   partir	
   de	
   subunidades	
   idénticas.	
   Presenta	
   una	
   señal	
   hidrofóbica	
   en	
   la	
  

región	
   N-­‐terminal	
   sin	
   clivar	
   como	
   dominio	
   de	
   anclaje	
   a	
   la	
   membrana,	
   una	
   cola	
  

citoplasmática,	
  cuyos	
  aminoácidos	
  están	
  conservados	
  en	
  todos	
  los	
  subtipos	
  VIA,	
  y	
  una	
  

cabeza	
   que	
   sobresale	
   en	
   forma	
   de	
   “caja”.	
   Cada	
   monómero	
   de	
   NA	
   muestra	
   una	
  

hendidura	
   central	
   profunda	
   en	
   su	
   superficie,	
   presentando	
   aminoácidos	
   conservados	
  

entre	
   las	
  distintas	
  cepas	
  virales,	
  que	
  corresponde	
  al	
   sitio	
  activo	
  de	
   la	
  enzima.	
  Se	
  han	
  

identificado	
   cuatro	
   sitios	
   antigénicos	
   en	
   el	
   VIA,	
   cada	
   uno	
   consistiendo	
   en	
   múltiples	
  

epítopes	
  contra	
   los	
  que	
  se	
  dirige	
   la	
  respuesta	
  humoral	
  neutralizante	
  (Kawaoka	
  2001;	
  

Gamblin	
  y	
  cols.	
  2010).	
  

La	
  NA	
   posee	
   actividad	
   enzimática	
   sialidasa,	
   requerida	
   para	
   el	
   clivaje	
   tanto	
   del	
   ácido	
  

siálico	
   sobre	
   la	
   célula	
   del	
   hospedero	
   promoviendo	
   la	
   liberación	
   de	
   las	
   nuevas	
  

partículas	
  virales,	
  como	
  del	
  ácido	
  Siálico	
  sobre	
   las	
  glicoproteínas	
  virales,	
  previniendo	
  

de	
   esta	
   forma	
   la	
   agregación	
   de	
   las	
   partículas	
   virales	
   nacientes	
   (Jeffery,	
   2010).	
   Esta	
  

proteína	
  es	
  necesaria	
  para	
   la	
   liberación	
  de	
  los	
  nuevos	
  virus	
  formados,	
  ya	
  que	
  de	
  otra	
  

forma	
  no	
  serían	
  liberadas	
  sino	
  reabsorbidas	
  inmediatamente	
  después	
  del	
  brotamiento	
  

o	
  se	
  agregarían	
  entre	
  sí.	
  Es	
  por	
  esto	
  que	
   la	
  NA	
  tiende	
  a	
   localizarse	
  en	
   la	
  región	
  de	
   la	
  

envoltura	
  donde	
  la	
  partícula	
  viral	
  brotante	
  se	
  separa	
  de	
  la	
  membrana	
  celular	
  (Colman	
  

y	
  cols.	
  1983;	
  Webster	
  	
  y	
  cols.	
  1984;	
  Palese	
  y	
  cols.	
  1974;	
  Palese	
  y	
  Shaw	
  2007).	
  	
  	
  

	
  

	
  

2.2.3.5.	
  Matriz	
  

	
  

El	
  segmento	
  génico	
  7	
  del	
  ARNv	
  de	
  1027nt	
  de	
  longitud	
  codifica	
  para	
  la	
  proteína	
  Matriz	
  

(M1)	
   de	
   252	
   aa,	
   la	
   proteína	
  mas	
   conservada	
   del	
   virus.	
   Esta	
   proteína	
   se	
   localiza	
   por	
  

debajo	
  de	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  proporcionando	
  la	
  estructura	
  a	
  la	
  partícula	
  viral	
  y	
  

constituye	
   la	
   proteína	
   más	
   abundante	
   del	
   virión.	
   La	
   proteína	
   M1	
   contiene	
   tres	
  

dominios	
  bundled	
  α-­‐helice	
  separados	
  por	
  una	
  corta	
  secuencia	
  de	
  unión,	
  con	
  el	
  dominio	
  

medio	
  mediando	
  la	
  oligomerización	
  y	
  asociación	
  con	
  la	
  RNP.	
  Una	
  de	
  las	
  superficies	
  de	
  

la	
   misma	
   está	
   fuertemente	
   cargada	
   positivamente	
   (Sha	
   y	
   Luo	
   1997)	
   y	
   es	
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probablemente	
  responsable	
  de	
  su	
  unión	
  a	
  ARNv,	
  mientras	
  que	
  la	
  superficie	
  opuesta	
  es	
  

hidrofóbica	
  y	
  sería	
  responsable	
  de	
  la	
  interacción	
  con	
  la	
  membrana	
  (Nayak	
  y	
  cols.	
  2004;	
  

Rossman	
  y	
  Lamb	
  2011).	
  Esta	
  proteína	
  se	
  sintetiza	
  y	
  permanece	
  en	
  el	
  citoplasma	
  hasta	
  

etapas	
  tardías	
  de	
  la	
  infección	
  donde	
  es	
  requerida	
  en	
  el	
  núcleo	
  para	
  exportar	
  las	
  RNPv	
  

hacia	
  el	
  citoplasma	
  ya	
  que	
  posee	
  una	
  señal	
  de	
  localización	
  nuclear.	
  Se	
  ha	
  documentado	
  

que	
   una	
   importante	
   modificación	
   post-­‐traduccional	
   (SUMOylation,	
   por	
   sus	
   siglas	
   en	
  

inglés	
   Small	
   Ubiquitin-­‐like	
   Modifier)	
   en	
   la	
   M1	
   es	
   la	
   responsable	
   de	
   regular	
   la	
  

replicación	
  viral	
  en	
  las	
  etapas	
  de	
  maduración	
  viral	
  y	
  ensamblaje.	
  Los	
  virus	
  con	
  defectos	
  

en	
   estas	
   modificaciones	
   inducen	
   un	
   bajo	
   titulo	
   y	
   las	
   proteínas	
   y	
   ARN	
   virales	
   se	
  

acumulan	
  en	
  la	
  célula,	
  además	
  esto	
  es	
  requerido	
  para	
  la	
  adecuada	
  interacción	
  entre	
  M1	
  

y	
   las	
   RNPv,	
   impidiendo	
   la	
   exportación	
   nuclear	
   de	
   éstas	
   y	
   la	
   morfogénesis	
   viral	
  

posterior	
  (Wu	
  y	
  cols.	
  2011).	
  

La	
  proteína	
  M2	
  de	
  96	
  aa	
  está	
  codificada	
  por	
  un	
  ARNm	
  generado	
  por	
  corte	
  y	
  empalme	
  

donde	
   se	
   retienen	
   51	
   nt	
   del	
   extremo	
   5´	
   y	
   271	
   nt	
   del	
   extremo	
   3´del	
   segmento	
   7,	
  

liberando	
  un	
  intrón	
  de	
  689	
  nt.	
  M2	
  es	
  una	
  proteína	
  integral	
  de	
  membrana	
  tipo	
  III	
  que	
  se	
  

asocia	
   en	
   la	
  membrana	
   como	
  un	
  homotetramero.	
  La	
  proteína	
  M2	
  está	
   relacionada	
  al	
  

radio	
   de	
   la	
   forma	
   esférica	
   y	
   filamentosa	
   de	
   la	
   partícula	
   viral	
   (Roberts	
   y	
   cols.	
   1998),	
  

además	
   de	
   estar	
   relacionada	
   al	
   ensamblaje	
   y	
   brotamiento	
   (Schroeder	
   y	
   cols.	
   2005).	
  

Recientemente	
  se	
  ha	
  documentado	
  que	
  la	
  cola	
  citoplasmática	
  de	
  M2	
  y	
  específicamente	
  

su	
  hélice	
  con	
  residuos	
  anfipáticos	
  podrían	
  jugar	
  un	
  rol	
  preponderante	
  en	
  el	
  ensamblaje	
  

y	
  brotamiento	
  del	
  virus	
  (Chen	
  y	
  cols.	
  2008;	
  Iwatsuki-­‐Horimoto	
  y	
  cols.	
  2006;	
  McCown	
  y	
  

Prekosz,	
  2005;	
  McCown	
  y	
  Prekosz,	
  2006;	
  Rossman	
   J	
  y	
  Lamb	
  R,	
  2011).	
   Se	
  expresa	
  de	
  

forma	
  abundante	
  en	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  de	
  las	
  células	
  infectadas,	
  junto	
  con	
  la	
  HA	
  

y	
  NA,	
  sin	
  embargo,	
  está	
  poco	
  expresada	
  en	
  la	
  superficie	
  del	
  virón	
  (Lamb	
  y	
  cols.	
  1985).	
  

La	
   forma	
   biológicamente	
   activa	
   de	
   la	
   proteína	
   es	
   un	
   tetrámero	
   en	
   el	
   que	
   los	
  

monómeros	
   están	
  unidos	
  por	
  puentes	
  disulfuro	
  por	
   su	
   zona	
  N-­‐terminal	
   (Holsinger	
   y	
  

Lamb.	
  1991).	
  Las	
  regiones	
  transmembrana	
  de	
  los	
  monómeros	
  forman	
  un	
  canal	
  iónico	
  

el	
   cual	
   se	
   activa	
   a	
   pH	
   ácido	
   y	
   es	
   fuertemente	
   selectivo	
   para	
   protones	
   (Mould	
   y	
   cols.	
  

2000),	
  siendo	
  el	
  responsable	
  de	
  la	
  liberación	
  de	
  RNPv	
  al	
  citoplasma.	
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2.2.3.6.	
  Proteínas	
  no	
  estructurales	
  

	
  

La	
   proteína	
  NS1	
   y	
   NS2,	
   como	
   su	
   nombre	
   lo	
   indica,	
   son	
   proteínas	
   no	
   estructurales	
   y	
  

están	
  codificadas	
  por	
  el	
  segmento	
  génico	
  8	
  del	
  ARNv	
  de	
  890	
  nt.	
  La	
  primera	
  de	
  ellas	
  a	
  

partir	
  del	
   transcripto	
  primario	
   y	
   la	
   segunda	
  a	
  partir	
  del	
   transcrito	
  procesado,	
  dando	
  

lugar	
  a	
  proteínas	
  de	
  230	
  y	
  121	
  aa	
  respectivamente	
  (Palese	
  y	
  Shaw.	
  2007).	
  	
  

NS1	
  posee	
  dos	
  dominios	
   funcionales;	
  el	
  N-­‐terminal	
  de	
  unión	
  al	
  ARNv	
  y	
  el	
  C-­‐terminal	
  

efector,	
  el	
  cual	
  media	
  interacciones	
  con	
  proteínas	
  de	
  la	
  célula	
  hospedera	
  y	
  estabiliza	
  el	
  

domino	
   de	
   unión	
   al	
   ARNv.	
   Ésta	
   proteína	
   se	
   encuentra	
   formando	
   homodímeros	
   y	
   la	
  

dimerización	
  es	
  importante	
  para	
  la	
  unión	
  al	
  ARNv	
  (Hale	
  y	
  cols.	
  2008).	
  Inhibe	
  tanto	
  el	
  

“corte	
  y	
  empalme”	
  (en	
  inglés	
  “splicing”)	
  de	
  los	
  pre-­‐ARNm	
  como	
  la	
  exportación	
  nuclear	
  

de	
  los	
  ARNm	
  celulares,	
  facilitando	
  la	
  traducción	
  de	
  los	
  ARNm	
  virales.	
  Ambos	
  dominios	
  

de	
  la	
  proteína,	
  el	
  de	
  unión	
  al	
  ARN	
  y	
  el	
  efector	
  son	
  requeridos	
  para	
  dichas	
  funciones	
  (Li	
  

y	
  cols.	
  1998).	
  Presenta	
  una	
  expresión	
  diferencial	
  espacio-­‐temporal,	
  localizándose	
  en	
  el	
  

núcleo	
  en	
  estadios	
  tempranos	
  de	
  la	
  infección	
  viral	
  (Portela	
  y	
  cols.	
  1985),	
  mientras	
  que	
  

a	
   tiempos	
   posteriores	
   se	
   localiza	
   en	
   citoplasma	
   celular	
   asociándose	
   a	
   polisomas	
  

(Falcon	
  y	
  cols.	
  1999).	
  La	
  proteína	
  NS1	
  también	
  presenta	
  relación	
  en	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  

respuesta	
  inmunitaria	
  del	
  hospedero,	
  principalmente	
  en	
  la	
  limitación	
  de	
  la	
  producción	
  

del	
   interferón	
   (INF)	
   (Jia	
   y	
   cols.	
   2010).	
   A	
   nivel	
   celular	
   la	
  NS1	
   también	
   cumple	
   un	
   rol	
  

importante	
  en	
  la	
  inhibición	
  de	
  la	
  activación	
  de	
  células	
  dendríticas,	
  facilitando	
  al	
  virus	
  

establecer	
  una	
  infección	
  (Fernández	
  Sesma.	
  	
  2007).	
  La	
  proteína	
  NS2	
  presenta	
  una	
  señal	
  

de	
   exportación	
  nuclear	
   (“NES”,	
   por	
   sus	
   siglas	
   en	
   inglés	
   “Nuclear	
  Export	
   Signal”)	
   y	
   se	
  

une	
  con	
  M1	
  (Shimizu	
  y	
  cols.	
  2010).	
  Se	
  asocia	
  con	
   las	
  RNPv	
  a	
   través	
  de	
   la	
   interacción	
  

con	
   la	
   región	
   C-­‐terminal	
   de	
   la	
   proteína	
   M1.	
   Presenta	
   como	
   función	
   principal	
   la	
  

exportación	
  de	
  RNPv	
  desde	
  el	
  núcleo	
  al	
  citosol	
  a	
  través	
  de	
  la	
  interacción	
  con	
  NP	
  y	
  con	
  

el	
  factor	
  de	
  exportación	
  nuclear	
  CRM1	
  (Neumann	
  y	
  cols.	
  2000).	
  Es	
  sintetizada	
  de	
  forma	
  

tardía	
   en	
   la	
   infección	
   y	
   empaquetada	
   en	
   los	
   viriones	
   luego	
   del	
   transporte	
   núcleo-­‐

citoplasmático.	
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2.2.4.	
  Ciclo	
  Replicativo	
  de	
  VIA	
  

	
  

2.2.4.1.	
  Adsorción	
  y	
  Penetración	
  

	
  

En	
  toda	
  infección,	
  el	
  agente	
  patógeno	
  debe	
  presentar	
  tropismo	
  por	
  la	
  célula	
  blanco,	
  el	
  

cual	
  viene	
  dado	
  principalmente	
  por	
  la	
  interacción	
  específica	
  entre	
  el	
  receptor	
  celular	
  y	
  

proteínas	
   virales	
   de	
   unión	
   a	
   dicho	
   receptor.	
   Por	
   tanto,	
   el	
   primer	
   paso	
   en	
   la	
  

multiplicación	
  viral	
  es	
  la	
  unión	
  del	
  virus	
  al	
  receptor	
  en	
  la	
  célula	
  susceptible.	
  La	
  afinidad	
  

de	
   la	
   HA	
   por	
   los	
   residuos	
   de	
   ácido	
   siálico	
   presentes	
   sobre	
   los	
   receptores	
   celulares	
  

depende	
  de	
  la	
  naturaleza	
  de	
  su	
  enlace	
  al	
  sacárido	
  en	
  la	
  glicoproteína.	
  Los	
  virus	
  de	
  aves	
  

y	
  equinos	
  se	
  unen	
  preferentemente	
  a	
  receptores	
  que	
  contienen	
  a	
  la	
  galactosa	
  unida	
  por	
  

enlaces	
  α	
  (2,3),	
  mientras	
  los	
  virus	
  humanos	
  se	
  unen	
  a	
  receptores	
  con	
  terminaciones	
  α	
  

(2,6)	
   (Rogers	
   y	
   Paulson.1983;	
   Gamblin	
   2010).	
   La	
   penetración	
   del	
   virus	
   a	
   la	
   célula	
  

susceptible	
   se	
   realiza	
   por	
   endocitosis	
   mediada	
   por	
   receptor	
   a	
   través	
   de	
   vesículas	
  

revestidas	
  por	
  clatrina.	
  El	
   	
  descenso	
  del	
  pH	
  dentro	
  de	
   la	
  vesícula	
  endocítica	
  causa	
  un	
  

cambio	
  conformacional	
  de	
  la	
  HA	
  (previamente	
  clivada),	
  promoviendo	
  la	
  exposición	
  del	
  

extremo	
  amino	
  hidrofóbico	
  de	
   la	
  subunidad	
  HA2	
  (fusogénica).	
  Esto	
  provoca	
   la	
   fusión	
  

de	
  la	
  envoltura	
  viral	
  con	
  la	
  membrana	
  plasmática	
  del	
  endosoma,	
  y	
  permite	
  la	
  liberación	
  

de	
  las	
  RNPv	
  al	
  citoplasma	
  (Stegmann	
  y	
  cols.	
  2000).	
  La	
  baja	
  en	
  el	
  pH	
  endosomal	
  activa	
  

también	
  el	
  flujo	
  de	
  protones	
  desde	
  el	
  endosoma	
  al	
  interior	
  de	
  la	
  partícula,	
  a	
  través	
  de	
  la	
  

proteína	
   M2.	
   La	
   activación	
   de	
   M2	
   induce	
   el	
   descenso	
   del	
   pH	
   en	
   el	
   interior	
   de	
   la	
  

partícula	
  viral	
  permitiendo	
  la	
  desestabilización	
  de	
  las	
  interacciones	
  entre	
  las	
  RNPv	
  y	
  la	
  

M1	
   (Lamb	
   1994).	
   Dicha	
   desestabilización	
   es	
   necesaria	
   para	
   la	
   infección	
   ya	
   que	
   la	
  

proteína	
   M1	
   inhibe	
   la	
   entrada	
   de	
   la	
   RNPv	
   al	
   núcleo	
   por	
   enmascarar	
   la	
   señal	
   de	
  

localización	
  nuclear	
  (Bui	
  y	
  cols.	
  1996).	
  

Estos	
  virus	
  particularmente,	
  a	
  diferencia	
  de	
  la	
  mayoría	
  de	
  los	
  virus	
  ARN,	
  transcriben	
  y	
  

replican	
   en	
   el	
   núcleo	
   ya	
   que	
   necesitan	
   los	
   5´cap	
   de	
   los	
   pre-­‐ARNm	
   celulares	
   y	
   la	
  

maquinaria	
   de	
   “splicing”.	
   Posterior	
   a	
   la	
   penetración,	
   los	
   complejos	
   de	
   RNPv	
  migran	
  

hacia	
  el	
  núcleo	
  y	
  entran	
  por	
  transporte	
  activo.	
  NP,	
  PB1,	
  PB2	
  y	
  PA	
  presentan	
  señales	
  de	
  

localización	
  nuclear,	
  sin	
  embargo,	
  la	
  señal	
  de	
  localización	
  nuclear	
  en	
  la	
  NP	
  es	
  necesaria	
  

y	
  suficiente	
  para	
  la	
  entrada	
  al	
  núcleo	
  (Weber	
  y	
  cols.	
  1998;	
  Cros	
  y	
  Palese.	
  2003).	
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2.2.4.2.	
  Transcripción	
  y	
  Traducción	
  

	
  

En	
   el	
   proceso	
   de	
   transcripción	
   las	
   moléculas	
   de	
   ARN	
   de	
   polaridad	
   negativa	
   son	
  

copiadas	
  a	
  moléculas	
  de	
  polaridad	
  positiva	
  usando	
  los	
  5´cap	
  de	
  los	
  pre-­‐ARNm	
  celulares	
  

como	
  cebador,	
  a	
  través	
  de	
  un	
  proceso	
  conocido	
  como	
  “secuestro	
  de	
  cap”	
  (Blass	
  y	
  cols.	
  

1982;	
   Resa-­‐Infante	
   2011).	
   Las	
   secuencias	
   son	
   poliadeniladas	
   en	
   el	
   extremo	
   3´	
   del	
  

ARNm	
  por	
  pasajes	
  sucesivos	
  del	
  complejo	
  de	
  polimerasas	
  por	
  un	
  tramo	
  de	
  oligo	
  U	
  en	
  el	
  

molde	
  de	
  ARNv	
  (Robertson	
  y	
  cols.	
  1981),	
  generando	
  los	
  	
  ARNm	
  que	
  darán	
  origen	
  a	
  las	
  

proteínas	
  virales.	
  

En	
   su	
  gran	
  mayoría	
   los	
  ARNm	
  son	
   traducidos	
  por	
   ribosomas	
   libres	
  en	
  el	
   citoplasma,	
  

siendo	
  los	
  ARNm	
  de	
  M	
  y	
  NS	
  procesados	
  por	
  “splicing”	
  previo	
  a	
  su	
  salida	
  del	
  núcleo.	
  Por	
  

otro	
  lado,	
   los	
  ARNm	
  de	
  HA,	
  NA	
  y	
  M2	
  son	
  traducidos	
  por	
  ribosomas	
  unidos	
  al	
  retículo	
  

endoplasmático,	
   pasando	
   a	
   la	
   vía	
   secretoria	
   para	
   sufrir	
   modificaciones	
   post-­‐

traduccionales.	
  La	
  HA	
  sufre	
  clivaje	
  proteolítico	
  por	
  las	
  enzimas	
  del	
  huésped	
  durante	
  el	
  

pasaje	
   por	
   el	
   trans	
   golgi,	
   proceso	
   necesario	
   para	
   que	
   las	
   partículas	
   liberadas	
   sean	
  

infecciosas	
  (Klenk	
  y	
  cols.	
  1975;	
  Gamblin	
  y	
  cols.	
  2010).	
  

	
  

	
  

2.2.4.3.	
  Replicación	
  

	
  

El	
  proceso	
  de	
  replicación	
  del	
  ARNv	
  permite	
  la	
  síntesis	
  de	
  ARN	
  copia	
  (ARNc)	
  y	
  de	
  ARNv	
  

por	
  un	
  mecanismo	
  diferente	
  al	
  de	
  la	
  transcripción.	
  La	
  replicación	
  es	
  independiente	
  de	
  

la	
  iniciación	
  con	
  cebador	
  y	
  no	
  requiere	
  la	
  adición	
  de	
  la	
  cola	
  poly	
  A	
  en	
  el	
  extremo	
  3´.	
  La	
  

replicación	
   ocurre	
   en	
   dos	
   pasos,	
   primero	
   se	
   sintetiza	
   ARNc	
   de	
   polaridad	
   positiva	
   y	
  

luego	
   este	
   intermediario	
   replicativo	
   sirve	
   como	
  molde	
   para	
   la	
   síntesis	
   del	
   ARNv	
   de	
  

polaridad	
   negativa.	
   La	
   NP	
   constituye	
   la	
   señal	
   que	
   dirige	
   el	
   cambio	
   desde	
   la	
  

transcripción	
  hacia	
  la	
  síntesis	
  de	
  ARNc	
  y	
  ARNv	
  por	
  la	
  ARN	
  polimerasa.	
  La	
  unión	
  de	
  esta	
  

proteína	
  al	
  ARNv	
  causa	
  la	
  anti	
  terminación	
  y	
  permite	
  leer	
  a	
  través	
  del	
  tramo	
  de	
  poly	
  U	
  

en	
   el	
  molde	
   de	
   ARNv	
   ya	
   que	
   la	
   presencia	
   de	
   5´cap	
   durante	
   la	
   transcripción	
   evita	
   la	
  

unión	
  de	
  NP	
  al	
  ARNv	
  naciente,	
  evitando	
  la	
  anti	
  terminación	
  del	
  ARNm	
  (Palese	
  y	
  Shaw	
  

2007).	
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2.2.4.4.	
  Ensamblaje	
  y	
  Brotamiento	
  

	
  

Luego	
  de	
   los	
   eventos	
   replicativos	
   los	
  nuevos	
   complejos	
  de	
  RNPv	
   se	
   ensamblan	
   en	
   el	
  

núcleo	
  para	
  exportase	
  al	
  citoplasma.	
  En	
  primer	
  lugar	
  las	
  proteínas	
  PA,	
  PB1,	
  PB2	
  y	
  NP	
  

son	
  enviados	
  al	
  núcleo	
  para	
  formar	
  las	
  nuevas	
  RNPv	
  junto	
  al	
  ARNv	
  recién	
  sintetizado.	
  

Luego	
   de	
   su	
   síntesis	
   en	
   el	
   citosol,	
   la	
   entrada	
   al	
   núcleo	
   de	
   las	
   proteínas	
  M	
   y	
   NS2	
   es	
  

esencial	
   para	
   la	
   migración	
   de	
   las	
   RNPv	
   fuera	
   del	
   núcleo,	
   para	
   el	
   ensamble	
   de	
   la	
  

progenie	
  viral	
  en	
  el	
  citoplasma	
  (Cros	
  y	
  Palese	
  2003).	
  Durante	
  el	
  ensamblaje,	
  HA,	
  NA,	
  y	
  

M2	
  se	
  dirigen	
  en	
  forma	
  coordinada	
  a	
   la	
  región	
  apical	
  de	
   la	
  membrana	
  plasmática,	
   las	
  

regiones	
   transmembrana	
   de	
   HA	
   y	
   NA	
   contienen	
   señales	
   de	
   asociación	
   con	
   balsas	
  

lipídicas	
  (Zhang	
  y	
  cols.	
  2000).	
  Las	
  balsas	
  lipídicas	
  funcionan	
  como	
  micro	
  dominios	
  para	
  

la	
  concentración	
  de	
  glicoproteínas	
  virales,	
  formando	
  los	
  sitios	
  de	
  ensamblaje,	
  estando	
  

HA	
  y	
  NA	
  asociadas	
  (Chen	
  y	
  cols.	
  2007;	
  Rossman	
  y	
  Lamb	
  2011).	
  La	
  proteína	
  M1	
  se	
  une	
  a	
  

las	
   colas	
   citoplasmáticas	
   de	
   HA	
   y	
   NA	
   y	
   genera	
   un	
   cambio	
   de	
   conformación	
   que	
   le	
  

permite	
   polimerizar.	
   La	
   HA	
   parece	
   tener	
   la	
   habilidad	
   de	
   alterar	
   la	
   curvatura	
   de	
   la	
  

membrana,	
  permitiendo	
   la	
   iniciación	
  del	
  proceso	
  de	
  brotamiento,	
  siendo	
   la	
  eficiencia	
  

del	
  proceso	
  aumentada	
  con	
  la	
  unión	
  de	
  M1.	
  La	
  unión	
  de	
  M1	
  recluta	
  a	
  las	
  RNPv	
  a	
  través	
  

de	
   la	
  unión	
  a	
  NP	
  y	
  media	
  el	
   reclutamiento	
  de	
  M2	
  al	
   sito	
  de	
  brotamiento	
   siendo	
  muy	
  

importante	
   para	
   completar	
   el	
   proceso	
   (Rossman	
   y	
   Lamb	
   2011).	
   De	
   esta	
   forma	
   los	
  

viriones	
   adquieren	
   envoltura	
   y	
   sufren	
  maduración	
   a	
  medida	
  que	
   van	
  brotando	
  de	
   la	
  

membrana	
  de	
  la	
  célula	
  hospedera.	
  La	
  etapa	
  final	
  es	
  la	
  liberación	
  de	
  la	
  progenie	
  viral	
  al	
  

exterior	
  celular	
  por	
  brotamiento	
  (Nayak	
  y	
  cols.	
  2004).	
  Los	
  viriones	
  recién	
  sintetizados	
  

tienen	
   en	
   su	
   superficie	
   glicoproteínas	
   que	
   contienen	
   ácido	
   siálico	
   como	
   parte	
   de	
   su	
  

estructura	
   de	
   carbohidratos,	
   y	
   por	
   tanto	
   son	
   vulnerables	
   a	
   auto-­‐aglutinación	
   por	
   la	
  

hemaglutinina.	
  La	
  principal	
  función	
  de	
  la	
  neuraminidasa	
  viral	
  es	
  la	
  remoción	
  de	
  dichos	
  

componentes	
   (Laver	
  y	
   cols.	
  1999;	
  Palese	
  y	
  Shaw	
  2007;	
  Rossman	
  y	
  Lamb	
  2011),	
   (ver	
  

Figura	
  4).	
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Figura	
   4.	
   Diagrama	
   del	
   ciclo	
   replicativo	
   	
   de	
   VIA.	
   Una	
   vez	
   unido	
   a	
   la	
   superficie	
   celular	
   el	
   virus	
   es	
  

internalizado	
  por	
  endocitosis	
  mediada	
  por	
  receptor.	
  El	
  endosoma	
  acidificado	
  desencadena	
  la	
  fusión	
  de	
  la	
  

membrana	
   endosomal	
   y	
   viral,	
   liberando	
   las	
   RNPv	
   al	
   citoplasma.	
   Estas	
   últimas	
   son	
   transportadas	
   al	
  

núcleo	
  donde	
  se	
  produce	
  la	
  transcripción	
  y	
  la	
  replicación.	
  Nuevas	
  RNPv	
  son	
  exportadas	
  del	
  núcleo	
  para	
  

su	
   ensamblaje	
   en	
   la	
   región	
   apical	
   de	
   la	
   membrana	
   plasmática,	
   desde	
   donde	
   brotan	
   y	
   son	
   liberadas.	
  

Adaptado	
  de	
  http://virologiamedicafesc.blogspot.com/2010/10/virus-­‐influenza.html	
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2.3.	
  Mecanismos	
  de	
  Variabilidad	
  Genética	
  

	
  

El	
  alto	
  grado	
  de	
  variabilidad	
  genética	
  que	
  presentan	
  los	
  VIA	
  es	
  debido	
  a	
  varios	
  factores,	
  

entre	
   los	
  que	
  encontramos	
  su	
  alta	
  tasa	
  de	
  replicación,	
   la	
  alta	
  tasa	
  de	
  error	
  de	
   la	
  ARN	
  

polimerasa	
  ARN	
  dependiente,	
  la	
  falta	
  de	
  actividad	
  correctora	
  de	
  errores	
  de	
  esta	
  enzima	
  

y	
  al	
  proceso	
  de	
  reordenamiento	
  génico	
  (Duffy	
  y	
  cols.	
  2008).	
  Existe	
  también	
  una	
  fuerte	
  

presión	
  selectiva	
  al	
  evadir	
  la	
  respuesta	
  inmune	
  del	
  hospedero,	
  así	
  como	
  para	
  evadir	
  la	
  

acción	
  de	
  los	
  antivirales	
  (Smith	
  y	
  cols.	
  2004;	
  Gamblin	
  y	
  cols.	
  2010;	
  Bloom	
  y	
  cols.	
  2010).	
  

	
  

La	
  variación	
  antigénica	
  es	
  generada	
  en	
  Influenza	
  A	
  por	
  dos	
  procesos	
  fundamentales:	
  

1) La	
  deriva	
  antigénica.	
  Este	
  es	
  el	
  proceso	
  que	
  resulta	
  de	
  la	
  fijación	
  selectiva	
  de	
  

mutaciones	
  principalmente	
  en	
  el	
  gen	
  que	
  codifica	
  para	
  la	
  HA,	
  el	
  principal	
  blanco	
  de	
  la	
  

respuesta	
   inmune	
   del	
   hospedero.	
   Las	
   variantes	
   que	
   mejor	
   escapen	
   a	
   la	
   respuesta	
  

inmune	
  del	
  hospedero	
  son	
  las	
  que	
  tienen	
  ventajas	
  replicativas	
  significativas	
  (Hillerman	
  

2002;	
  De	
  Jong	
  y	
  cols.	
  2000).	
  La	
  deriva	
  antigénica	
  ocurre	
  frecuentemente	
  en	
   los	
  VIA	
  y	
  

VIB,	
  de	
  hecho	
  en	
  VIB	
  la	
  principal	
  vía	
  de	
  modificación	
  es	
  la	
  deriva	
  antigénica.	
  	
  

	
  

2)	
  	
   El	
   salto	
  antigénico,	
  es	
   considerado	
   la	
  mayor	
   fuerza	
  evolutiva	
  en	
   la	
  evolución	
  

de	
   VIA	
   y	
   se	
   ha	
   observado	
   también	
   en	
   VIB	
   entre	
   cepas	
   co-­‐circulantes	
   de	
   diferentes	
  

linajes	
   (Chi	
   y	
   cols.	
   2002;	
   Shaw	
   y	
   cols.	
   2002).	
   Una	
   de	
   las	
   ventajas	
   principales	
   que	
   le	
  

brinda	
  a	
  los	
  virus	
  de	
  la	
  Influenza	
  la	
  segmentación	
  del	
  genoma,	
  es	
  la	
  alta	
  probabilidad	
  

de	
   sufrir	
   reordenamientos	
   genéticos	
   lo	
   cual	
   contribuyen	
   a	
   la	
   gran	
   variabilidad	
  

inmunológica,	
   particularmente	
   en	
   los	
   antígenos	
   HA	
   y	
   NA	
   de	
   los	
   virus	
   del	
   tipo	
   A	
  

(Hillerman	
   2002;	
   De	
   Jong	
   y	
   cols.	
   2000).	
   El	
   salto	
   antigénico	
   ocurre	
   cuando	
   el	
   virus	
  

adquiere	
   una	
   HA	
   perteneciente	
   a	
   un	
   subtipo	
   de	
   VIA	
   diferente,	
   mediante	
   el	
   proceso	
  

denominado	
  rearreglo	
  génico.	
  Estos	
  constituyen	
  cambios	
  mayores	
  en	
  la	
  estructura	
  de	
  

los	
   antígenos	
   de	
   superficie	
   lo	
   que	
   produce	
   subtipos	
   completamente	
   nuevos	
   de	
   virus	
  

ante	
   los	
  cuales	
   la	
  población	
   tiene	
  poca	
  o	
  ninguna	
   inmunidad	
  (Ferguson	
  y	
  cols.	
  2003)	
  

(McHardy	
   y	
   Adams	
   2009).	
   Nuevas	
   pandemias	
   de	
   virus	
   de	
   la	
   Influenza	
   A	
   pueden	
  

emerger	
  a	
  través	
  de	
  este	
  proceso	
  de	
  reordenamiento	
  génico	
  con	
  cepas	
  de	
  reservorios	
  

aviares	
  o	
  suinos	
  (Taubenberger	
  y	
  cols.	
  2006).	
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En	
  general	
  los	
  virus	
  de	
  Influenza	
  A	
  se	
  consideran	
  hospedero	
  específico,	
  sin	
  embargo	
  se	
  

ha	
  visto	
  que	
  algunos	
  logran	
  traspasar	
  la	
  barrera	
  entre	
  especies	
  (Yassine	
  y	
  cols.	
  2007).	
  

Esto	
   se	
   conoce	
   como	
   salto	
   interespecie,	
   como	
   son	
   los	
   casos	
  de	
  H5N1	
  y	
  H7N7,	
   y	
  más	
  

recientemente	
  lo	
  sucedido	
  en	
  abril	
  del	
  2013	
  con	
  H7N9	
  (Uyeki	
  y	
  cols.	
  2013)	
  .	
  	
  

	
  

No	
   	
   debemos	
   olvidar	
   que	
   la	
   recombinación	
   es	
   otro	
   mecanismo	
   importante	
   para	
   la	
  

generación	
   de	
   diversidad	
   en	
   los	
   virus.	
   En	
   Influenza	
   se	
   ha	
   descripto	
   una	
   sola	
   vez	
   la	
  

recombinación	
  clásica	
  en	
  dónde	
  un	
  segmento	
  de	
  ARN	
  del	
  virus	
  de	
  la	
  influenza	
  contiene	
  

material	
  genético	
  de	
  dos	
  virus	
  parentales	
  distintos.	
  Este	
  único	
  reporte	
  realizado	
  hasta	
  

el	
  momento	
  nos	
  hace	
  presumir	
  que	
  este	
  mecanismo	
  sea	
  poco	
  frecuente	
  entre	
  virus	
  de	
  

la	
  Influenza	
  (Olrich	
  y	
  cols.	
  1994).	
  

	
  

Los	
   virus	
   ARN	
   se	
   replican	
   con	
   una	
   elevada	
   tasa	
   de	
   error,	
   debido	
   a	
   la	
   ausencia	
   de	
  

actividad	
  correctora	
  de	
  errores	
  de	
  su	
  ARN	
  polimerasa,	
  y	
  se	
  organizan	
  en	
  poblaciones	
  

de	
  muy	
  alta	
  diversidad	
  genética	
  denominadas	
  cuasiespecies,	
  es	
  decir	
   como	
  una	
  nube	
  

de	
   mutantes	
   fuertemente	
   relacionadas	
   genéticamente	
   (Domingo,	
   2002;	
   Wang	
   et	
   al.,	
  

2002).	
   Estas	
   características	
   les	
   confieren	
   a	
   los	
   virus	
   de	
   ARN	
   una	
   gran	
   capacidad	
   de	
  

adaptación	
  a	
  los	
  cambios	
  en	
  las	
  presiones	
  selectivas.	
  El	
  entendimiento	
  de	
  la	
  dinámica	
  

evolutiva	
   de	
   los	
   virus	
   de	
   la	
   influenza	
   A	
   es	
   de	
   gran	
   importancia	
   para	
   su	
   control	
   y	
  

vigilancia.	
  Aparentemente	
   la	
  deriva	
  antigénica	
  parece	
  ser	
  un	
  proceso	
  más	
  esporádico	
  

de	
   lo	
   que	
   se	
   creía,	
   lo	
   que	
   condujo	
   a	
   cuestionarse	
   cuándo	
   ocurre	
   este	
   proceso:	
  

probablemente	
  durante	
  los	
  conocidos	
  ‘’cuellos	
  de	
  botella’’	
  que	
  ocurren	
  en	
  forma	
  local	
  

dentro	
   de	
   una	
   población,	
   principalmente	
   coincidiendo	
   con	
   los	
   saltos	
   antigénicos,	
   o	
  

simplemente	
   bajo	
   ciertas	
   condiciones	
   epidemiológicas	
   en	
   particular	
   (Nelson	
   y	
   cols,	
  

2006)	
  (figura	
  5).	
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Figura	
   5.	
   Generación	
   de	
   diversidad	
   genética	
   y	
   deriva	
   antigénica	
   en	
   la	
   evolución	
   de	
   los	
   virus	
   de	
   la	
  

influenza	
   A	
   humana.	
   Virus	
   azules	
   y	
   amarillos	
   representan	
   dos	
   cepas	
   antigénicamente	
   similares	
   del	
  

mismo	
   subtipo	
   que	
   circula	
   en	
   la	
   población	
   humana.	
   La	
   diversidad	
   genética	
   de	
   la	
   población	
   viral	
  

circulante	
   aumenta	
   a	
   través	
   de	
   la	
  mutación	
   y	
   el	
   reordenamiento.	
   Simples	
   flechas	
   blancas	
   indican	
   las	
  

relaciones	
   entre	
   los	
   virus	
   ancestrales	
   y	
   descendientes.	
   Marcas	
   blancas	
   en	
   los	
   segmentos	
   indican	
   las	
  

mutaciones	
  neutrales	
  y	
  marcas	
  rojas	
  indican	
  las	
  mutaciones	
  que	
  afectan	
  a	
  las	
  regiones	
  antigénicas	
  de	
  las	
  

proteínas	
   de	
   superficie.	
   Pares	
   de	
   entradas	
   de	
   flechas	
   de	
   color	
   naranja	
   indican	
   la	
   generación	
   de	
  

reordenantes	
  con	
  segmentos	
  de	
  dos	
  virus	
  diferentes	
  ancestrales.	
  Como	
  estos	
  virus	
  continúan	
  circulando,	
  

la	
  inmunidad	
  contra	
  ellos	
  aumenta	
  en	
  la	
  población	
  anfitriona,	
  representada	
  aquí	
  por	
  el	
  estrechamiento	
  

del	
  cuello	
  de	
  botella.	
  En	
  paralelo,	
  los	
  virus	
  con	
  mutaciones	
  que	
  afectan	
  a	
  las	
  regiones	
  antigénicas	
  de	
  las	
  

proteínas	
   de	
   superficie	
   se	
   acumulan	
   en	
   la	
   población	
   viral.	
   En	
   algún	
   momento	
   una	
   nueva	
   variante	
  

antigénica	
  se	
  genera,	
  indicado	
  por	
  un	
  virus	
  de	
  color	
  rojo,	
  que	
  es	
  menos	
  afectado	
  por	
  la	
  inmunidad	
  en	
  la	
  

población	
  humana.	
  Esta	
  variante	
  es	
  capaz	
  de	
  causar	
  infección	
  generalizada	
  y	
  funda	
  un	
  nuevo	
  grupo	
  de	
  

cepas	
  antigénicamente	
  similares.	
  Adaptado	
  de	
  Alice	
  Carolyn	
  McHardy	
  y	
  Ben	
  Adams	
  Plos	
  Pathogens.	
  

	
  

Los	
  integrantes	
  pertenecientes	
  a	
  los	
  diferentes	
  géneros	
  de	
  la	
  Familia	
  Orthomyxoviridae	
  

presentan	
   reordenamiento	
   genético,	
   posibilitando	
   el	
   intercambio	
   de	
   la	
   información	
  

genética.	
  Sin	
  embargo,	
  nunca	
  ha	
  sido	
  identificado	
  un	
  reordenamiento	
  entre	
  miembros	
  

de	
  diferentes	
  géneros,	
  siendo	
  esto	
  una	
  manifestación	
  de	
  la	
  especiación	
  como	
  resultado	
  

de	
  la	
  divergencia	
  evolutiva	
  (Palese	
  y	
  Shaw	
  2007).	
  

	
  

La	
  evolución	
  de	
  los	
  virus	
  de	
  la	
  Influenza	
  también	
  está	
  caracterizada	
  por	
  presentar	
  altas	
  

tasas	
   de	
   sustituciones	
   aminoacídicas	
   en	
   las	
   proteínas	
   HA	
   y	
   NA.	
   Gran	
   cantidad	
   de	
  

estudios	
   experimentales	
   y	
   análisis	
   estadísticos	
   de	
   datos	
   genéticos	
   y	
   antigénicos	
   han	
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identificado	
  diversos	
  grupos	
  de	
  residuos	
  en	
  la	
  HA	
  y	
  NA,	
  (epítopes),	
  que	
  se	
  unen	
  a	
   los	
  

anticuerpos	
   humanos	
   (Laver	
   y	
   cols.	
   1982).	
   Debido	
   a	
   esto,	
   los	
   epítopes	
   tienden	
   a	
  

evolucionar	
  más	
  rápidamente,	
  evadiendo	
  la	
  inmunidad	
  dada	
  su	
  intrínseca	
  relación	
  con	
  

la	
   presión	
   ejercida	
   por	
   el	
   sistema	
   inmune.	
   De	
   hecho,	
   numerosos	
   estudios	
   recientes	
  

muestran	
  una	
   serie	
  de	
  aminoácidos	
  en	
   sitios	
   específicos	
  de	
   la	
  HA	
  que	
  evolucionaron	
  

bajo	
  una	
  selección	
  positiva	
  durante	
  los	
  últimos	
  40	
  años	
  (Blackburne	
  y	
  cols.	
  2008).	
  En	
  

suma	
  al	
  escape	
  de	
   los	
  anticuerpos	
  humanos,	
  otras	
  fuerzas	
  selectivas	
  actúan	
  en	
   la	
  HA.	
  

Dado	
   su	
   actividad	
   funcional,	
   la	
   HA	
   debe	
   mantener	
   su	
   estabilidad	
   y	
   función,	
   por	
   tal	
  

motivo	
   las	
   mutaciones	
   que	
   escapen	
   a	
   los	
   anticuerpos	
   no	
   deben	
   involucrar	
   esas	
  

propiedades	
  de	
   la	
  proteína.	
  Gran	
  cantidad	
  de	
  estudios	
  relacionados	
  a	
   la	
  evolución	
  de	
  

proteínas	
  in	
  vitro	
  así	
  como	
  también	
  estudios	
  en	
  bacterias	
  y	
  virus	
  han	
  desenmascarado	
  

que	
   muchas	
   de	
   las	
   mutaciones	
   “beneficiosas”	
   son	
   frecuentemente	
   pleiotrópicas,	
   es	
  

decir,	
  además	
  de	
  su	
  efecto	
  beneficioso	
  original,	
  causan	
  usualmente	
  efectos	
  secundarios	
  

negativos	
  en	
  otras	
  propiedades	
  de	
  la	
  proteína,	
  tales	
  como	
  la	
  estabilidad	
  (Bloom	
  y	
  cols.	
  

2009).	
   Tales	
   efectos	
   negativos	
   pueden	
   ser	
   enmascarados	
   o	
   compensados	
   por	
   otras	
  

mutaciones,	
   haciendo	
   que	
   determinada	
   combinación	
   de	
   mutaciones	
   sean	
   más	
  

favorable	
   que	
   una	
   única	
   mutación	
   por	
   separado	
   (SanJuan	
   y	
   cols.	
   2005).	
   Dicho	
  

fenómeno	
   es	
   conocido	
   como	
   epístasis	
   positiva	
   entre	
   mutaciones	
   (De	
   Visser	
   y	
   cols.	
  

2007).	
   Por	
   otro	
   lado,	
   si	
   la	
   combinación	
   de	
   mutaciones	
   muestra	
   una	
   baja	
   capacidad	
  

replicativa	
  respecto	
  a	
  lo	
  esperado	
  cuando	
  ocurren	
  mutaciones	
  de	
  forma	
  individual,	
   la	
  

epístasis	
  es	
  considerada	
  negativa	
  (De	
  Visser	
  y	
  cols.	
  2007).	
  	
  

	
  

	
  

2.4.	
  Epidemiología	
  del	
  virus	
  de	
  Influenza	
  A	
  

	
  

En	
   contraste	
   a	
   los	
   VIB	
   y	
   VIC	
   que	
   presentan	
   sesgo	
   mayormente	
   por	
   el	
   hospedero	
  

humano,	
  los	
  VIA	
  presentan	
  un	
  espectro	
  más	
  amplio	
  involucrando	
  distintas	
  especies	
  de	
  

hospederos	
   (Wright	
   y	
   cols.	
   2007).	
   Los	
   VIA	
   están	
   ampliamente	
   distribuidos	
   en	
   la	
  

naturaleza,	
   infectan	
   una	
   gran	
   variedad	
   de	
   especies	
   de	
   animales,	
   tanto	
   aviares	
   como	
  

mamíferos,	
   siendo	
   las	
   aves	
   acuáticas	
   su	
   reservorio	
   natural	
   (Webster	
   y	
   cols.	
   1992;	
  

Taubenberger	
   y	
   cols.	
   2010).	
   En	
   su	
   mayoría,	
   las	
   aves	
   acuáticas	
   migratorias	
   son	
  

infectadas	
   de	
   forma	
   asintomática	
   por	
   VIA,	
   multiplicándose	
   éste	
   en	
   las	
   células	
   de	
   su	
  

epitelio	
   intestinal	
   y	
   eliminándose	
   por	
   las	
   heces	
   en	
   cantidades	
   abundantes	
   (Wright	
   y	
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cols.	
   2007).	
   Dicho	
   mecanismo	
   de	
   transmisión	
   oral-­‐fecal	
   es	
   totalmente	
   distinto	
   a	
   las	
  

transmisiones	
  inter-­‐humanas	
  de	
  los	
  virus	
  de	
  la	
  Influenza.	
  La	
  naturaleza	
  no	
  virulenta	
  de	
  

la	
  infección	
  por	
  virus	
  de	
  la	
  Influenza	
  aviar	
  sería	
  el	
  resultado	
  de	
  la	
  adaptación	
  del	
  virus	
  

a	
   su	
   hospedero	
   por	
   cientos	
   de	
   años,	
   creando	
   así	
   un	
   reservorio	
   que	
   asegura	
   la	
  

continuidad	
  del	
  virus.	
  Desde	
  este	
  reservorio	
  el	
  virus	
  puede	
  pasar	
  a	
  mamíferos	
  u	
  otros	
  

animales	
   domésticos,	
   incluidas	
   las	
   aves,	
   que	
   actuarían	
   como	
   hospederos	
  

intermediarios	
   en	
   los	
   que	
   podrían	
   tener	
   lugar	
   fenómenos	
   de	
   recombinación	
   o	
  

reordenamiento	
   genético.	
   Este	
   pasaje	
   por	
   los	
   hospederos	
   intermediarios	
   favorece	
   la	
  

adaptación	
  de	
  un	
  virus	
  de	
  origen	
  aviar	
  a	
  los	
  mamíferos,	
  sin	
  embargo,	
  sólo	
  un	
  número	
  

limitado	
  de	
  éstos	
  ha	
  sido	
  capaz	
  de	
  propagarse	
  y	
  circular	
  de	
  forma	
  estable	
  en	
  ellos.	
  Las	
  

aves	
  son	
  susceptibles	
  a	
  ser	
  infectadas	
  con	
  todos	
  los	
  subtipos	
  de	
  HA	
  y	
  NA,	
  mientras	
  que	
  

solo	
   seis	
   HA	
   y	
   dos	
   NA	
   infectan	
   a	
   humanos	
   de	
   forma	
   regular	
   (Webster	
   y	
   cols.	
   1992;	
  

Taubenberger	
   y	
   Kash	
   2010).	
   La	
   transmisión	
   inter-­‐especie	
   de	
   los	
   VIA	
   es	
   un	
   hecho	
  

demostrado,	
  pero	
   la	
   adaptación	
  al	
  hospedador	
  es	
  un	
  paso	
  decisivo	
  para	
   continuar	
   la	
  

difusión	
   intra-­‐especie	
   de	
   los	
   virus	
   que	
   hacen	
   el	
   salto	
   de	
   especie.	
   Los	
   cerdos	
   pueden	
  

servir	
  como	
  "mezclador"	
  para	
  la	
  generación	
  de	
  virus	
  reordenantes,	
  ya	
  que	
  receptores	
  

humanos	
   y	
   aviares	
   fueron	
   identificados	
   en	
   la	
   tráquea	
   de	
   cerdos,	
   proporcionando	
   un	
  

entorno	
  propicio	
  para	
  la	
  replicación	
  viral	
  y	
  el	
  reordenamiento	
  génico.	
  

	
  

A	
  diferencia	
  de	
  la	
  mayoría	
  de	
  los	
  patógenos,	
  donde	
  la	
  exposición	
  lleva	
  a	
  una	
  inmunidad	
  

duradera	
  en	
  el	
  hospedero,	
  VIA	
  presenta	
  una	
  blanco	
  antigénico	
  variable,	
  evadiendo	
  de	
  

esta	
   forma	
   la	
   inmunidad	
   especifica	
   disparada	
   por	
   infecciones	
   previas	
   (Wolf	
   y	
   cols.	
  

2006).	
  	
  Esto	
  conlleva	
  a	
  una	
  de	
  las	
  más	
  importantes	
  características	
  en	
  la	
  epidemiología	
  

de	
   los	
  VIA	
   	
  que	
  es	
  su	
  capacidad	
  de	
  producir	
  epidemias	
  anuales.	
  Debido	
  al	
  proceso	
  de	
  

deriva	
   antigénica	
   las	
   epidemias	
   anuales	
   están	
   relacionadas	
   fuertemente	
   a	
   la	
  

disminución	
   de	
   la	
   inmunidad	
   frente	
   a	
   los	
   sitios	
   antigénicos	
   en	
   la	
   superficie	
   de	
   las	
  

glicoproteínas	
  HA	
  y	
  NA.	
  Cada	
  año	
   las	
  nuevas	
  variantes	
  desplazan	
  a	
   las	
  variantes	
  más	
  

viejas	
   (Boni	
   2008;	
   McHardy	
   y	
   Adams	
   2009).	
   La	
   morbilidad	
   y	
   mortalidad	
   por	
  

infecciones	
   del	
   tracto	
   respiratorio	
   son	
   afectadas	
   por	
   las	
   variantes	
   antigénicas	
  

emergentes.	
  Prácticamente	
  cada	
  año	
  ocurren	
  las	
  epidemias,	
  pero	
  varían	
  en	
  intensidad.	
  

Durante	
   periodos	
   más	
   fríos	
   del	
   año	
   en	
   las	
   zonas	
   de	
   clima	
   templado,	
   causan	
  

considerable	
  morbilidad	
  en	
  todos	
  los	
  grupos	
  etarios	
  (OMS	
  2009a).	
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Por	
  otra	
  parte	
  nuevas	
  pandemias	
  de	
  VIA	
  pueden	
   emerger	
   a	
   través	
  del	
   rearreglo	
   con	
  

cepas	
  de	
  este	
  virus	
  presentes	
  en	
  reservorios	
  aviares	
  o	
  porcinos	
  (Kilboune	
  y	
  cols.	
  2002).	
  

Estas	
  ocurren	
  cuando	
  hay	
  un	
  contacto	
  frecuente	
  entre	
  humanos	
  y	
  ciertas	
  especies	
  de	
  

animales	
   que	
   pueden	
   ser	
   infectados	
   con	
   virus	
   de	
   Influenza	
   propios	
   y	
   cuando	
   estos	
  

virus	
   desarrollan	
   la	
   habilidad	
   de	
   traspasar	
   la	
   barrera	
   de	
   la	
   especie	
   para	
   infectar	
  

humanos.	
   La	
   habilidad	
   de	
   traspasar	
   esta	
   barrera	
   se	
   hace	
   posible	
   en	
   la	
   presencia	
   de	
  

ciertas	
  mutaciones	
  o	
   rearreglos	
  que	
  permiten	
   la	
  unión	
  especifica	
  de	
  estos	
  virus	
  a	
   las	
  

proteínas	
  de	
  superficie	
  en	
  las	
  células	
  del	
  epitelio	
  respiratorio	
  humano	
  (Yamada	
  y	
  cols.	
  

2006).	
   Las	
   pandemias	
   se	
   caracterizan	
   por	
   su	
   ocurrencia	
   a	
   intervalos	
   impredecibles,	
  

presencia	
   de	
   brotes	
   en	
   todo	
   el	
   mundo,	
   aparición	
   como	
   consecuencia	
   de	
  

reordenamientos	
  génicos	
  y	
  transmisión	
  ínter-­‐especie,	
  donde	
  un	
  nuevo	
  subtipo	
  de	
  virus	
  

de	
   la	
   Influenza	
   aparece	
   y	
   ante	
   el	
   cual	
   la	
   población	
   mundial	
   posee	
   poca	
   o	
   ninguna	
  

inmunidad.	
   Son	
   generalmente	
   graves	
   cuando	
   existen	
   cambios	
   significativos	
   en	
   los	
  

principales	
   antígenos	
   de	
   superficie	
   del	
   virus.	
   Este	
   proceso	
   es	
   el	
   causante	
   de	
   las	
  más	
  

devastantes	
  pandemias	
  de	
   influenza	
  que	
  han	
  ocurrido	
  en	
  varias	
  ocasiones	
  en	
  el	
  siglo	
  

pasado	
   (Ferguson	
   y	
   cols.	
   2003).	
   Han	
   existido	
   importantes	
   pandemias	
   en	
   los	
   últimos	
  

100	
  años:	
   la	
  pandemia	
  de	
  1918	
  (subtipo	
  H1N1)	
  (Smith	
  y	
  cols.	
  2009),	
   la	
  pandemia	
  de	
  

1957	
  (subtipo	
  H2N2)	
  (Scholtissek	
  y	
  cols.	
  1978),	
  la	
  pandemia	
  de	
  1968	
  (subtipo	
  H3N2)	
  

(Kawaoka	
  y	
  cols.	
  1989).	
  Rrecientemente,	
  en	
  abril	
  del	
  año	
  2009,	
  emergió	
  un	
  nuevo	
  virus	
  

subtipo	
   H1N1	
   pandémico	
   (H1N1pdm)	
   y	
   con	
   él	
   la	
   primer	
   pandemia	
   del	
   siglo	
   XXI	
  

(Neumann	
  y	
  cols.	
  2009;	
  Garten	
  y	
  cols.	
  2009).	
  Durante	
  cada	
  una	
  de	
  estas	
  pandemias,	
  los	
  

nuevos	
  virus	
  reemplazaron	
  a	
   los	
  de	
   la	
  pandemia	
  anterior	
  de	
  circulación	
  (Wolf	
  y	
  cols.	
  

2006).	
   En	
   la	
   actualidad	
   los	
   subtipos	
   H3N2	
   y	
   H1N1	
   continúan	
   circulando	
  

mayoritariamente	
   en	
   el	
   hombre	
   (Neumann	
   y	
   cols.	
   2009).	
   Muchos	
   de	
   estos	
   brotes	
  

parecen	
   haber	
   comenzado	
   en	
   Asia,	
   más	
   probablemente	
   en	
   China	
   (Patterson	
   1986).	
  

Dado	
   la	
   importante	
   interacción	
  y	
  cercanía	
  entre	
   los	
  humanos	
  y	
  animales	
  domésticos,	
  

esta	
   región	
   ha	
   sido	
   considerada	
   una	
   zona	
   ideal	
   para	
   la	
   generación	
   de	
   cepas	
  

pandémicas,	
   que	
   luego	
   se	
   transmiten	
   al	
   resto	
   del	
   mundo	
   (Webster	
   y	
   cols.	
   1992;	
  

Rambaut	
  y	
  cols.	
  2008;	
  McHardy	
  y	
  Adams	
  2009).	
  Esta	
  es	
  la	
  región	
  geográfica	
  que	
  debe	
  

ser	
  estudiada	
  con	
  mayor	
  intensidad	
  en	
  busca	
  de	
  virus	
  emergentes,	
  tal	
  vez	
  teniendo	
  una	
  

influencia	
   importante	
   en	
   el	
   diseño	
   de	
   vacunas.	
   Saber	
   donde	
   estas	
   cepas	
   se	
   generan	
  

cada	
  año	
  podría	
  acelerar	
  el	
  proceso	
  de	
  elección	
  de	
  la	
  cepa	
  de	
  VIA	
  a	
  ser	
  incorporados	
  en	
  

la	
  vacuna	
  (Holmes	
  2009).	
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2.5.	
  Virus	
  de	
  la	
  Influenza	
  A	
  subtipo	
  H3N2	
  

	
  

Durante	
   el	
   año	
   1968	
   emergió	
   un	
   nuevo	
   virus	
   humano	
   subtipo	
   H3N2	
   pandémico	
  

causante	
   de	
   la	
   llamada	
   gripe	
   de	
   Hong	
   Kong.	
   En	
   sus	
   fases	
   iniciales,	
   la	
   pandemia	
   se	
  

extendió	
   a	
   los	
   países	
   vecinos,	
   asimismo	
   fue	
   considerada	
   poco	
   severa.	
   El	
   virus	
   fue	
  

generado	
   por	
   reordenamiento	
   génico	
   entre	
   un	
   virus	
   humano	
  H2N2	
   y	
   uno	
   de	
   origen	
  

aviar	
   H3N?,	
   	
   introduciendo	
   a	
   la	
   población	
   humana	
   la	
   H3	
   y	
   PB1	
   de	
   origen	
   aviar	
  

(Taubenberger	
   y	
   Kash	
   2010).	
   Desde	
   ese	
   entonces	
   el	
   subtipo	
   H3N2	
   ha	
   estado	
  

circulando,	
  causando	
  morbilidad	
  y	
  mortalidad	
  en	
  sucesivas	
  epidemias.	
  A	
  diferencia	
  de	
  

los	
   virus	
  A/H1N1,	
   los	
   virus	
  A/H3N2	
   evolucionan	
  más	
   rápidamente	
   (Rambaut	
   y	
   cols.	
  

2008)	
  y	
  son	
  el	
  subtipo	
  más	
  dominante	
  seguido	
  luego	
  por	
  los	
  virus	
  de	
  la	
  influenza	
  B	
  y	
  

luego	
  A/H1N1	
  (Finkelman	
  y	
  cols.	
  2007).	
  

	
  

Los	
  eventos	
  de	
  reordenamiento	
  de	
  genes	
  intra-­‐subtipo	
  son	
  un	
  factor	
  importante	
  en	
  la	
  

evolución	
  a	
  largo	
  plazo	
  de	
  los	
  VIA,	
  debido	
  a	
  que	
  los	
  múltiples	
  segmentos	
  involucrados	
  

juegan	
  un	
  rol	
  importante	
  en	
  la	
  generación	
  de	
  cepas	
  epidémicas.	
  Este	
  fenómeno	
  ha	
  sido	
  

demostrado	
  también	
  en	
  virus	
  de	
  la	
  influenza	
  A	
  H3N2	
  (Holmes	
  y	
  cols.	
  2005).	
  

	
  

Análisis	
  de	
  secuencias	
  de	
  virus	
  de	
  la	
  influenza	
  A	
  de	
  origen	
  humano,	
  sugieren	
  que	
  han	
  

evolucionado	
   a	
   partir	
   de	
   un	
   linaje	
   único	
   (Yamashita	
   y	
   cols.	
   1988).	
   Sin	
   embargo,	
  

diferentes	
   sublinajes	
   de	
   virus	
   Influenza	
   A	
   H3N2	
   pueden	
   co-­‐circular	
   en	
   humanos	
  

durante	
  periodos	
  cortos.	
  Mediante	
  ensayos	
  de	
  inhibición	
  de	
  la	
  hemaglutinación	
  (IHA)	
  

se	
   han	
   identificado	
   dos	
   grupos	
   diferentes	
   de	
   variantes	
   antigénicas	
   de	
   Influenza	
  

A/H3N2	
   (CDC,	
   1991).	
   Estos	
   grupos	
   estaban	
   representados	
   por	
   las	
   cepas	
  

A/Beijing/353/89	
   y	
   A/Shangai/24/90.	
   Virus	
   similares	
   co-­‐circularon	
   entre	
   los	
   años	
  

1990	
  y	
  1992.	
  	
  

	
  

Dado	
   que	
   los	
   VIA	
   H3N2	
   están	
   frecuentemente	
   relacionados	
   con	
   un	
   aumento	
   de	
  

mortalidad	
   en	
   adultos	
   mayores	
   a	
   65	
   años	
   y	
   en	
   personas	
   con	
   riesgos	
   asociados	
   a	
  

complicaciones	
   debido	
   a	
   la	
   enfermedad	
   que	
   este	
   virus	
   causa,	
   es	
   fundamentalmente	
  

importante	
   que	
   el	
   componente	
   H3N2	
   incluido	
   en	
   la	
   vacuna	
   coincida	
   con	
   la	
   cepa	
  

circulante.	
   Desde	
   1972	
   a	
   la	
   actualidad,	
   el	
   componente	
   vacunal	
  H3N2	
   fue	
  modificado	
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veinte	
   veces.	
   Por	
   el	
   contrario	
   los	
   once	
   cambios	
   del	
   componente	
   de	
   influenza	
  B	
   y	
   los	
  

siete	
  del	
  componente	
  H1N1	
  realizados	
  durante	
  el	
  mismo	
  período	
  demuestran	
  la	
  menor	
  

variabilidad	
  de	
  estos	
  virus	
  (Pumarola	
  y	
  cols.	
  2002).	
  	
  

	
  

A	
   pesar	
   de	
   la	
   gran	
   variabilidad	
   presente	
   entre	
   las	
   secuencias	
   de	
   las	
   variantes	
  

epidémicas,	
  el	
  grado	
  de	
  similitud	
  entre	
  las	
  mismas	
  dentro	
  de	
  una	
  epidemia	
  puede	
  ser	
  

sorprendente.	
   Por	
   ejemplo,	
   cepas	
   H3N2	
   aisladas	
   de	
   regiones	
   geográficamente	
  

diferentes	
  durante	
  un	
  período	
  de	
  nueve	
  meses	
  en	
  1987	
  mostraron	
  pocos	
  cambios	
  de	
  

aminoácidos	
   en	
   sus	
   moléculas	
   de	
   HA	
   (Cox	
   y	
   cols.	
   1993).	
   La	
   variación	
   antigénica	
  

observada	
   en	
   estas	
   cepas	
   parece	
   ser	
   el	
   resultado	
   de	
   la	
   selección	
   hospedador-­‐célula	
  

durante	
  el	
  aislamiento	
  y	
  pasaje	
  de	
  los	
  virus	
  en	
  el	
  laboratorio.	
  Los	
  virus	
  de	
  la	
  Influenza	
  

de	
  origen	
  humano	
  están	
  rutinariamente	
  adaptados	
  a	
  crecer	
  en	
  huevos	
  embrionados	
  de	
  

gallina	
  antes	
  de	
  realizar	
  la	
  caracterización	
  antigénica	
  para	
  propósitos	
  epidemiológicos,	
  

y	
  dichos	
  procedimientos	
  resultan	
  en	
  la	
  selección	
  de	
  variantes	
  (Robertson	
  y	
  cols.	
  1985).	
  

Dichas	
  variantes	
  presentan	
  sustituciones	
  únicas	
  de	
  aminoácidos	
  en	
  la	
  HA	
  en	
  la	
  cercanía	
  

del	
  sitio	
  de	
  unión	
  al	
  receptor	
  (Robertson	
  1993),	
  los	
  cuales	
  pueden	
  tener	
  considerables	
  

efectos	
   en	
   la	
   antigenicidad	
   del	
   virus	
   (Katz	
   y	
   cols.	
   1987).	
   Es	
   importante	
   entonces,	
   el	
  

monitoreo	
   de	
   las	
   secuencias	
   de	
  HA	
   de	
   tales	
   cambios	
   derivados	
   de	
   laboratorios	
   para	
  

distinguirlos	
  de	
  aquellos	
  que	
  ocurren	
  en	
  la	
  naturaleza.	
  

	
  

La	
   evolución	
   de	
   la	
   HA	
   de	
   los	
   VIA	
  H3N2	
   comprende	
   largos	
   periodos	
   (3	
   a	
   8	
   años)	
   de	
  

evolución	
  neutral	
  sin	
  un	
  visible	
  cambio	
  antigénico	
  sustancial	
  (periodos	
  estáticos)	
  que	
  

están	
   caracterizados	
   por	
   presentar	
   mayor	
   cantidad	
   de	
   sustituciones	
   sinónimas	
   más	
  

que	
   no	
   sinónimas,	
   una	
   lenta	
   extinción	
   de	
   linajes	
   de	
   virus	
   que	
   coexisten	
   y	
   poca	
  

asociación	
  de	
  remplazos	
  de	
  aminoácidos	
  en	
  regiones	
  de	
  epítope.	
  Los	
  extensos	
  periodos	
  

estáticos	
   están	
   delimitados	
   por	
   cortos	
   periodos	
   de	
   rápida	
   evolución	
   en	
   donde	
   los	
  

nuevos	
   linajes	
   dominantes	
   desplazan	
   rápidamente	
   a	
   los	
   linajes	
   anteriormente	
  

circulantes.	
  El	
  poder	
  de	
  la	
  selección	
  positiva	
  durante	
  los	
  periodos	
  de	
  rápida	
  evolución	
  

está	
  apoyado	
  en	
  un	
  exceso	
  de	
  aminoácidos	
  sustituidos	
  principalmente	
  en	
  las	
  regiones	
  

del	
   epítope	
   de	
   la	
  HA,	
   en	
   relación	
   al	
   remplazo	
   en	
   otras	
   partes	
   de	
   la	
  molécula.	
   En	
   los	
  

intervalos	
  de	
  rápida	
  evolución	
  muchos	
  clados	
  muestran	
  evolución	
  dentro	
  de	
  un	
  mismo	
  

sub-­‐clado	
  mientras	
  que	
  en	
   los	
  periodos	
  estáticos	
  exhiben	
  una	
  amplia	
  distribución	
  de	
  

cambios	
  aminoacídicos	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  toda	
  la	
  molécula	
  de	
  la	
  HA.	
  La	
  evolución	
  de	
  la	
  HA	
  de	
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los	
   VIA	
   H3N2	
   se	
   aprecia	
   en	
   los	
   árboles	
   filogenéticos	
   en	
   forma	
   de	
   ‘’cactus’’,	
   con	
   un	
  

tronco	
  prominente	
  que	
   interpreta	
   la	
   sicesión	
  de	
   linajes	
  de	
  virus	
   sobrevivientes	
  en	
  el	
  

tiempo	
   y	
   brazos	
   típicamente	
   cortos	
   que	
   estarían	
   explicando	
   que	
   la	
   mayoría	
   de	
   las	
  

cepas	
   se	
   van	
  extinguiendo	
  y	
  que	
   la	
  diversidad	
  viral	
   es	
   limitada	
   en	
   el	
   tiempo	
   (Wolf	
   y	
  

cols.	
  2006;	
  McHardy	
  y	
  cols.	
  2009),	
  (ver	
  Figura	
  6).	
  

	
  

La	
  evolución	
  antigénica	
  de	
   los	
  VIA	
  H3N2	
  ha	
  sido	
  marcadamente	
  homogénea	
  a	
  escala	
  

global.	
   Una	
   interpretación	
   a	
   esta	
   uniformidad	
   podría	
   ser	
   que	
   los	
   virus	
   circulan	
  

globalmente	
  más	
  que	
  persistir	
  y	
  evolucionar	
  localmente	
  (Nelson	
  y	
  cols.	
  2006).	
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Figura	
  6.	
  Periodos	
  estáticos	
  y	
  de	
  cambios	
  rápidos	
  de	
  fitness	
  en	
  la	
  evolución	
  del	
  gen	
  HA	
  de	
  VIA	
  H3N2.	
  Los	
  

intervalos	
   rojos	
   indican	
   períodos	
   estáticos	
   y	
   los	
   verdes	
   indican	
   cambios	
   rápidos.	
   Las	
   barras	
   azules	
  

muestran	
  los	
  intervalos	
  de	
  dominancia	
  H1N1.	
  Los	
  números	
  a	
  la	
  izquierda	
  del	
  árbol	
  indican	
  el	
  tiempo	
  de	
  

extinción	
   de	
   los	
   descendientes	
   co-­‐existentes	
   del	
   nodo	
   dado.	
   Las	
   proporciones	
   de	
   la	
   derecha	
   son:	
  

mutaciones	
  no	
   sinónimas	
   en	
   los	
   epítopos	
  +	
  mutaciones	
  no	
   sinónimas	
   fuera	
  de	
   epítopos	
   /	
  mutaciones	
  

sinónimas	
  en	
  las	
  ramas	
  del	
  tronco.	
  Adaptada	
  de	
  Wolf	
  y	
  cols.	
  2006.	
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Estudios	
   realizados	
   sobre	
   la	
   variabilidad	
   genética	
   de	
   VIA	
   en	
   la	
   región	
   sudamericana	
  

revelan	
  la	
  co-­‐circulación	
  de	
  diferentes	
  cepas	
  durante	
  la	
  mayoría	
  de	
  las	
  temporadas	
  de	
  

Influenza.	
   Al	
   igual	
   que	
   para	
   el	
   caso	
   del	
   VIB,	
   las	
   cepas	
   vacunales	
   se	
   encontraron	
   en	
  

clusters	
  diferentes	
  a	
  los	
  de	
  las	
  cepas	
  circulantes,	
  salvo	
  en	
  el	
  año	
  2007,	
  único	
  año	
  donde	
  

la	
  cepa	
  vacunal	
  coincidió	
  genéticamente	
  con	
  la	
  cepa	
  circulante	
  (Goñi	
  y	
  cols.	
  2009).	
  Esto	
  

claramente	
   evidencia	
   y	
   demuestra	
   la	
   necesidad	
   de	
   análisis	
   más	
   profundos	
   de	
   las	
  

estirpes	
  de	
  VIA	
  y	
  VIB	
  que	
  circulan	
  en	
  Sudamérica	
  con	
  el	
  fin	
  de	
  observar	
  las	
  relaciones	
  

genéticas	
  y	
  antigénicas	
  de	
  estas	
  con	
  las	
  cepas	
  incluidas	
  en	
  la	
  vacuna	
  para	
  el	
  hemisferio	
  

sur.	
  En	
  suma,	
  la	
  vigilancia	
  mundial	
  de	
  la	
  Influenza	
  es	
  esencial	
  para	
  brindar	
  información	
  

sobre	
  cepas	
  circulantes,	
  ya	
  que	
  su	
  rápida	
  identificación	
  durante	
  la	
  temporada	
  invernal	
  

provee	
   valiosa	
   información	
   a	
   las	
   autoridades	
   de	
   salud	
   pública	
   y	
   posibilita	
   una	
  

vacunación	
  apropiada	
  y	
  tratamiento	
  profiláctico	
  para	
  grupos	
  de	
  alto	
  riesgo.	
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3.	
  Objetivos	
  
	
  

3.1.	
  Objetivo	
  General	
  

	
  

El	
  objetivo	
  principal	
  del	
  presente	
  trabajo	
  es	
  estudiar	
  el	
  grado	
  de	
  variabilidad	
  genética	
  y	
  

antigénica	
  del	
  virus	
  Influenza	
  A	
  H3N2	
  circulante	
  en	
  nuestro	
  país	
  durante	
  la	
  temporada	
  

invernal	
  2011-­‐2012	
  y	
  comparar	
  el	
  mismo	
  con	
  la	
  cepa	
  vacunal	
  recomendada	
  por	
  la	
  OMS	
  

para	
   nuestro	
   hemisferio.	
   	
   Asimismo,	
   estimar	
   las	
   tasas	
   y	
   patrones	
   evolutivos	
   de	
   este	
  

virus	
   desde	
   el	
   año	
   2006	
   hasta	
   la	
   actualidad	
   representó	
   también	
   otro	
   importante	
  

objetivo	
  en	
  este	
  estudio.	
  

	
  

3.2.	
  Objetivos	
  Específicos	
  

	
  

3.2.1	
   Puesta	
  a	
  punto	
  mediante	
  técnicas	
  de	
  biología	
  molecular	
  de	
  la	
  amplificación	
  de	
  

los	
  segmentos	
  génicos	
  que	
  codifican	
  para	
  las	
  glicoproteínas	
  de	
  superficie	
  HA	
  y	
  NA	
  de	
  

Virus	
  Influenza	
  A	
  subtipo	
  H3N2.	
  

	
  

3.2.2 Identificar	
   cepas	
   de	
   Virus	
   Influenza	
   A	
   H3N2	
   circulantes	
   en	
   Uruguay	
   en	
   la	
  

temporada	
   invernal	
   2011-­‐2012,	
   en	
  muestras	
   obtenidas	
   de	
   pacientes	
   del	
   servicio	
   de	
  

salud	
  Asociación	
  Española	
  Primera	
  de	
  Socorros	
  Mutuos.	
  	
  

	
  

3.2.3 Determinar	
   las	
   relaciones	
   filogenéticas	
   entre	
   las	
   estirpes	
   circulantes	
  

estudiadas	
  en	
  Uruguay	
  y	
  las	
  circulantes	
  en	
  las	
  diferentes	
  regiones	
  geográficas.	
  

	
  

3.2.4 Determinar	
  las	
  relaciones	
  filogenéticas	
  entre	
  las	
  cepas	
  circulantes	
  en	
  	
  Uruguay	
  

y	
  	
  las	
  cepas	
  previstas	
  en	
  la	
  formulación	
  de	
  la	
  vacuna	
  para	
  el	
  año	
  	
  2011	
  y	
  2012	
  para	
  el	
  

hemisferio	
  sur.	
  	
  

	
  

3.2.5 Determinar	
  polimorfismos	
  asociados	
  a	
  resistencia	
  a	
  antivirales.	
  

	
  

3.2.6 Analizar	
   la	
   dinámica	
   poblacional	
   del	
   Virus	
   de	
   Influenza	
   A	
   H3N2	
   mediante	
  

abordajes	
  bayesianos	
  de	
  coalescencia.	
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4.	
  Materiales	
  y	
  Métodos	
  
	
  

4.1.	
  Muestras	
  

	
  

Con	
   el	
   fin	
   de	
   estudiar	
   las	
   relaciones	
   genéticas	
   entre	
   las	
   cepas	
   de	
   influenza	
   que	
  

circularon	
   en	
   Uruguay	
   en	
   la	
   temporada	
   invernal	
   2011-­‐2012,	
   se	
   recolectaron	
  

veintinueve	
   muestras	
   (exudados	
   nasales	
   y	
   aspirados	
   naso-­‐faríngeos)	
   de	
   pacientes	
  

uruguayos	
   (hospitalizados	
   y	
   ambulatorios)	
   con	
   Enfermedad	
   tipo	
   Influenza	
   (ETI),	
  

Insuficiencia	
  Respiratoria	
  Aguda	
  (IRA)	
  e	
  Insuficiencia	
  Respiratoria	
  Aguda	
  Gave	
  (IRAG).	
  

La	
   información	
   correspondiente	
   a	
   cada	
  uno	
  de	
   los	
   pacientes	
   se	
   detalla	
   en	
   la	
   tabla	
   2.	
  

Dichas	
   muestras	
   fueron	
   provistas	
   por	
   la	
   Asociación	
   Española	
   Primera	
   de	
   Socorros	
  

Mutuos	
  (AEPSM),	
  en	
  el	
  Marco	
  del	
  proyecto	
  Alianza	
  PE_ALI_2009	
  1	
  1603	
  -­‐ANII-­‐AESPM-­‐

Facultad	
  de	
  Ciencias,	
  UdelaR.	
  Las	
  muestras	
  fueron	
  tomadas	
  durante	
  los	
  primeros	
  tres	
  

días	
   luego	
   de	
   comenzados	
   los	
   síntomas	
   clínicos	
   y	
   posteriormente	
   fueron	
   tipificadas	
  

como	
  Influenza	
  A	
  mediante	
  la	
  técnica	
  de	
  Real-­‐Time	
  PCR,	
  de	
  acuerdo	
  a	
  las	
  instrucciones	
  

del	
  kit	
  comercial	
  de	
  Roche	
  (Wenzel	
  y	
  cols.	
  2010)	
  (ver	
  Tabla	
  2).	
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  4.2.	
  Extracción	
  de	
  ARN	
  

	
  

El	
  ARN	
  total	
  fue	
  extraído	
  mediante	
  el	
  uso	
  del	
  kit	
  QIAmp	
  Viral	
  RNA	
  (Qiagen)	
  de	
  acuerdo	
  

con	
   instrucciones	
   suministradas	
   por	
   los	
   fabricantes,	
   partiendo	
   de	
   muestras	
   clínicas	
  

mencionadas	
  anteriormente.	
  El	
  material	
  así	
  obtenido,	
  fue	
  almacenado	
  a	
  -­‐80°C,	
  para	
  ser	
  

utilizado	
  en	
  la	
  síntesis	
  de	
  ADN	
  complementario	
  (ADNc)	
  y	
  posterior	
  amplificación	
  por	
  

Reacción	
  en	
  Cadena	
  de	
  la	
  Polimerasa	
  convencional	
  y	
  nested	
  PCR.	
  

	
  

	
  

4.3.	
  Evaluación	
  de	
  la	
  cantidad	
  y	
  calidad	
  del	
  ARN	
  

	
  

La	
  cuantificación	
  del	
  ARN	
  se	
  basa,	
  al	
   igual	
  que	
  para	
  ADN,	
  en	
  medidas	
  de	
  absorbancia	
  

(Abs)	
  mediante	
  espectrofotometría,	
  utilizando	
  el	
  rango	
  de	
  luz	
  ultravioleta	
  (UV)	
  donde	
  

absorben	
  los	
  ácidos	
  nucleicos.	
  Se	
  evaluó	
  la	
  concentración	
  del	
  ARN	
  extraído	
  usando	
  el	
  

equipo	
   Nanodrop	
   mediante	
   la	
   lectura	
   de	
   absorbancia	
   a	
   260	
   nm.	
   Para	
   el	
   ARN	
   una	
  

unidad	
   de	
   absorbancia	
   (UA)	
   equivale	
   a	
   40	
   µg/mL	
   ARN,	
   por	
   tanto,	
   el	
   cálculo	
   de	
   la	
  

concentración	
  de	
  una	
  muestra	
  de	
  ARN	
   se	
   estima,	
   siendo	
   la	
   concentración	
  del	
  ARN	
  =	
  

Abs260	
  x	
  40	
  µg/mL	
  x	
  Factor	
  de	
  dilución.	
  	
  

Para	
  determinar	
   la	
  pureza	
  de	
   la	
  muestra	
  se	
  midió	
  utilizando	
  el	
  Nanodrop	
   la	
   relación	
  

Abs260/Abs280	
  la	
  cual	
  debe	
  ser	
  cercana	
  a	
  2.0	
  para	
  muestras	
  de	
  ARN	
  puras.	
  

	
  

	
  

4.4.	
  Transcripción	
  Reversa	
  (TR)	
  

	
  

A	
  partir	
  del	
  ARN	
  extraído	
  se	
  realizó	
  la	
  transcripción	
  reversa,	
  mediante	
  la	
  cual	
  el	
  ARN	
  

presente	
   en	
   cada	
   muestra	
   fue	
   retrotranscripto	
   a	
   ADNc	
   utilizando	
   como	
   cebador	
  

oligonucleótidos	
  cortos	
  al	
  azar	
  (hexámeros).	
  La	
  TR	
  se	
  realizó	
  en	
  un	
  volumen	
  final	
  de	
  20	
  

µL	
  conteniendo:	
  5	
  µL	
  de	
  ARN	
  de	
  concentración	
  conocida	
  en	
  ng/µL,	
   	
  4	
  µL	
  de	
  buffer	
  de	
  

reacción	
  5x	
   (el	
   cual	
   contiene:	
  250	
  mM	
  Tris-­‐Hcl,	
  pH	
  8.3	
  a	
   temperatura	
  ambiente;	
  375	
  

mM	
  KCl;	
  15mM	
  MgCl2),	
  1	
  µL	
  de	
  dNTPs	
  10mM,	
  1	
  µL	
  de	
  hexameros	
  (50-­‐250	
  ng),	
  1	
  µL	
  de	
  

transcriptasa	
  reversa	
  SuperScript	
  II	
  (200	
  U/µL;	
  Invitrogen),	
  2	
  µL	
  	
  de	
  DTT	
  0,1	
  M	
  y	
  6	
  µL	
  

de	
  H20	
  libre	
  de	
  RNAsa.	
  	
  La	
  reacción	
  se	
  inició	
  con	
  el	
  calentamiento	
  del	
  ARN	
  junto	
  con	
  los	
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dNTP´s	
  y	
  los	
  hexameros,	
  durante	
  10	
  minutos	
  (min.)	
  a	
  65°C,	
  a	
  continuación	
  se	
  colocaron	
  

en	
  hielo	
  por	
  un	
  minuto.	
  Seguidamente	
  se	
  agregó	
  a	
  la	
  mezcla	
  de	
  reacción	
  el	
  buffer	
  	
  5X	
  y	
  

el	
   DTT	
   y	
   se	
   incubó	
   todo	
   a	
   25°C	
   por	
   2	
   min.	
   para	
   luego	
   agregar	
   1µL	
   de	
   la	
   enzima	
  

SuperScript	
  II	
  Reverse	
  Transcriptase	
  (RT).	
  Finalmente	
  se	
  incubó	
  la	
  mezcla	
  de	
  reacción	
  

en	
   el	
   termociclador	
   Corbett	
  modelo	
   CAS	
   1200	
   en	
   la	
   siguientes	
   condiciones:	
   25°C-­‐10	
  

min.//42°C-­‐50	
  min.//70°C-­‐15min.	
  El	
  ADNc	
  así	
  obtenido	
  fue	
  almacenado	
  a	
  -­‐80°C	
  hasta	
  

su	
  posterior	
  utilización.	
  

	
  

	
  

4.5.	
  PCR	
  para	
  GAPDH	
  

	
  

Con	
  el	
  fin	
  de	
  evaluar	
  tanto	
  la	
  viabilidad	
  e	
  integridad	
  de	
  los	
  ARNs	
  extraídos	
  como	
  la	
  del	
  

ADNc	
  obtenido	
  mediante	
  su	
  TR	
  se	
  procedió	
  a	
  la	
  amplificación	
  mediante	
  PCR	
  de	
  un	
  gen	
  

constitutivo	
   como	
   es	
   el	
   gen	
   que	
   codifica	
   para	
   la	
   Gliceraldehido-­‐3-­‐fosfato	
  

deshidrogenasa	
  (GAPDH).	
  GAPDH	
  es	
  uno	
  de	
  los	
  genes	
  constitutivos	
  más	
  comunmente	
  

utilizados	
   en	
   comparaciones	
   de	
   datos	
   de	
   expresión	
   génica.	
   En	
   este	
   sentido,	
  

previamente	
  a	
  la	
  amplificación	
  de	
  los	
  genes	
  HA	
  y	
  NA	
  de	
  Influenza	
  A	
  H3N2	
  se	
  procedió	
  a	
  

amplificar	
   GAPDH.	
   De	
   esta	
   forma	
   una	
   amplificación	
   positiva	
   refleja	
   expresión	
   del	
  

ARNm	
  de	
  GAPDH.	
  Por	
  lo	
  tanto	
  se	
  puede	
  asegurar	
  la	
   integridad	
  del	
  ARN	
  extraído	
  y	
  su	
  

posterior	
  TR.	
  	
  

	
  

	
  

4.6.	
  Diseño	
  de	
  Oligonucleótidos	
  específicos	
  para	
  la	
  amplificación	
  de	
  los	
  genes	
  HA	
  y	
  NA	
  

de	
  Influenza	
  A	
  H3N2	
  

	
  

Los	
   oligonucleótidos	
   específicos	
   para	
   la	
   amplificación	
   y	
   secuenciación	
   de	
   2	
   de	
   los	
   8	
  

segmentos,	
  HA	
  y	
  NA,	
  que	
  conforman	
  el	
  genoma	
  de	
  VIA	
  subtipo	
  H3N2	
  fueron	
  diseñados	
  

en	
  el	
  laboratorio	
  de	
  Virología	
  Molecular,	
  Centro	
  de	
  Investigaciones	
  Nucleares,	
  Facultad	
  

de	
  Ciencias	
  (Goñi	
  y	
  cols.	
  2009).	
  Para	
  ello	
  se	
  alinearon	
  	
  utilizando	
  el	
  programa	
  Clustal	
  W	
  

secuencias	
  de	
  VIA	
  H3N2	
  de	
  diferentes	
  regiones	
  del	
  mundo	
  provenientes	
  de	
  la	
  base	
  de	
  

datos	
  (	
  Base	
  de	
  Datos	
  de	
  Influenza	
  de	
  los	
  Alamos	
  (FLU	
  LANL	
  database)	
  disponible	
  en	
  

http://www.fludb.org/brc/home.do?decorator=influenza.	
  De	
  esta	
   forma	
  se	
  diseñaron	
  

oligonucleótidos	
   específicos	
   dirigidos	
   a	
   regiones	
   conservadas	
   	
   de	
   los	
   segmentos	
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génicos	
  a	
  estudiar	
  y	
  amplificar.	
  El	
   	
   largo	
  de	
  cada	
  oligonucleótido	
  fue	
  de	
  entre	
  20	
  y	
  24	
  

nt,	
  con	
  una	
  composición	
  de	
  bases	
  G	
  y	
  C	
  de	
  entre	
  40	
  y	
  60%	
  distribuidas	
  uniformemente	
  

y	
  una	
  temperatura	
  de	
  melting	
  (Tm)	
  de	
  no	
  más	
  de	
  5°C	
  de	
  diferencia	
  para	
  cada	
  par	
  de	
  

oligonucleótidos.	
   Estos	
   posibles	
   oligonucleótidos	
   fueron	
   analizados	
   utilizando	
   el	
  

programa	
   Gen	
   Runner.	
   Este	
   programa	
   nos	
   permite	
   obtener	
   información	
   entre	
   otras	
  

cosas	
   de	
   la	
   posible	
   formación	
   de	
   loops	
   internos	
   en	
   los	
   oligonucleótidos	
   y	
   su	
   posible	
  

dimerización	
   	
   para	
  poder	
   ser	
  utilizados	
   como	
  oligonucleótidos.	
   Es	
   importante	
  que	
   la	
  

secuencia	
  3´	
  terminal	
  de	
  un	
  cebador	
  no	
  sea	
  complementario	
  a	
  ningún	
  otro	
  cebador	
  ni	
  

consigo	
  mismo,	
  ya	
  que	
  los	
  oligonucleótidos	
  se	
  encuentran	
  en	
  altas	
  concentraciones	
  en	
  

la	
   reacción	
   de	
   cadena	
   de	
   la	
   polimerasa	
   (PCR),	
   siendo	
   suficiente	
   una	
   débil	
  

complementariedad	
   entre	
   ellos	
   para	
   la	
   formación	
   de	
   dímeros,	
   disminuyendo	
   la	
  

amplificación	
  de	
  ADN	
  de	
  interés	
  (ver	
  Tabla	
  3).	
  
	
  

	
  

	
  

	
  

Tabla	
   3.	
   Nombre,	
   secuencia,	
   posición	
   de	
   los	
   oligonucleótidos	
   diseñados	
   para	
   la	
   amplificación	
   y	
  

secuenciación	
  de	
  los	
  segmentos	
  génicos	
  HA	
  y	
  NA.	
  Asimismo	
  se	
  indica	
  el	
  tamaño	
  de	
  banda	
  esperado.	
  

	
  

Gen	
   Oligo	
   Secuencia	
  del	
  Oligo	
  

	
  	
  	
  	
  	
  5`	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  3`	
  

Posición	
  en	
  el	
  Gen	
   Tamaño	
  de	
  

fragmento	
  

esperado	
  

HA	
   For-­‐3	
   gaagactatcattgctttgagc	
   3	
  

HA	
   Rev-­‐1695	
   gcaaatgttgcacctaatgttgcc	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  1695	
  
1692	
  

HA	
   For-­‐788	
   gcacagggaatctaattgctcc	
   788	
  

HA	
   Rev-­‐905	
   ccatttggagtgatgcattcag	
   905	
  
117	
  

NA	
   For-­‐27	
   gattggctctgtttctctcacc	
   27	
  

NA	
   Rev-­‐1380	
   atcaggccatgagcctgttcc	
   1380	
  
1353	
  

NA	
   For-­‐567	
   gctgcatgtttgtataacgg	
   567	
  

NA	
   Rev-­‐833	
   cactcctcgacatgctgagc	
   833	
  
266	
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4.7.	
  Reacción	
  en	
  cadena	
  de	
  la	
  polimerasa	
  para	
  los	
  genes	
  HA	
  y	
  NA	
  

	
  

Para	
  obtener	
  secuencias	
  completas	
  de	
  los	
  genes	
  que	
  codifican	
  para	
  las	
  proteínas	
  HA	
  y	
  

NA	
   se	
   procedió	
   a	
   la	
   amplificación	
   por	
   PCR	
   	
   mediante	
   la	
   utilización	
   de	
   un	
   juego	
   de	
  

oligonucleótidos	
  externos	
  para	
  cada	
  región	
  de	
  interés	
  (ver	
  Tabla	
  3).	
  	
  

	
  

La	
   mezcla	
   de	
   reacción	
   para	
   PCR	
   fue	
   preparada	
   en	
   un	
   volumen	
   final	
   de	
   50	
   µL	
  

conteniendo:	
  5µL	
  del	
  producto	
  de	
  RT,	
  5	
  µL	
  de	
  buffer	
  10X	
  (el	
  cual	
  incluía:	
  200mM	
  Tris-­‐

HCl	
   (pH	
   8.4),	
   500mM	
   KCl),	
   1.5	
   µL	
   de	
   MgCl2	
   50mM,	
   1	
   µL	
   de	
   dNTPs	
   10mM,	
   1µL	
   del	
  

primer	
  Forward-­‐	
  y	
  1µL	
  del	
  primer	
  Reverse-­‐,	
  ambos	
  de	
  concentración	
  10µM,	
  0.5	
  µL	
  de	
  

enzima	
  ADN	
  Polimerasa	
  Taq	
  Platinum	
  5U/µL	
   (Invitrogen)	
   y	
   agua	
  ultra	
  pura	
   libre	
  de	
  

ARNasa	
  hasta	
  completar	
  un	
  volumen	
  final	
  de	
  50	
  µL.	
  

Las	
  condiciones	
  de	
  ciclado	
  para	
  la	
  amplificación	
  de	
  HA	
  y	
  NA	
  fueron	
  las	
  siguientes:	
  

	
  

• Un	
   ciclo	
   de	
   94°C	
   por	
   3	
   min.,	
   donde	
   ocurre	
   la	
   desnaturalización	
   del	
   ADNc	
   y	
   la	
  

activación	
  de	
  la	
  ADN	
  polimerasa.	
  

• 40	
  ciclos	
   a)	
  94°C	
  por	
  1	
  min.,	
  permitiendo	
  la	
  desnaturalización	
  del	
  ADN,	
  b)	
  1	
  min.	
  

a	
   la	
   temperatura	
   de	
   annealing	
   establecida	
   para	
   cada	
   par	
   de	
   oligonucleótidos	
  

específicos,	
  c)	
  72°C	
  por	
  2min.	
  para	
  la	
  extensión	
  de	
  cadena.	
  

	
  

Con	
   el	
   fin	
   de	
   establecer	
   las	
   temperaturas	
   de	
   annealing	
   óptimas	
   de	
   cada	
   par	
   de	
  

oligonucleótidos	
   se	
   realizaron	
   varias	
   pruebas	
   usando	
   gradientes	
   de	
   temperatura	
   de	
  

acuerdo	
   a	
   las	
   Tm	
   indicadas	
   para	
   cada	
   cebador	
   de	
   forma	
   de	
   poder	
   conocer	
   la	
  

temperatura	
  y	
  el	
   tiempo	
  necesario	
  para	
  que	
  se	
  de	
   la	
  unión	
  de	
   los	
  oligonucleótidos	
  al	
  

molde.	
  En	
  el	
  caso	
  de	
  HA	
  la	
  temperatura	
  de	
  annealing	
  fue	
  de	
  53°C,	
  mientras	
  que	
  para	
  la	
  

NA	
  fue	
  de	
  55°C.	
  

	
  

En	
  todos	
  los	
  casos	
  se	
  utilizó	
  un	
  control	
  negativo	
  de	
  amplificación	
  (agua	
  ultra	
  pura	
  libre	
  

de	
   ARNasas	
   en	
   lugar	
   de	
   ácidos	
   nucleicos)	
   	
   así	
   como	
   un	
   control	
   positivo	
   (ARN	
  

proveniente	
  de	
  muestra	
  positiva	
  H3N2).	
  Los	
  productos	
  de	
  PCR	
  fueron	
  almacenados	
  a	
  -­‐

20°C	
  hasta	
  realizarse	
  las	
  corridas	
  electroforéticas.	
  La	
  estrategia	
  de	
  amplificación	
  de	
  los	
  

2	
  segmentos	
  génicos	
  mencionados	
  se	
  observa	
  en	
  la	
  figura	
  7.	
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A	
  fin	
  de	
  aumentar	
  la	
  sensibilidad	
  y	
  la	
  especificidad	
  de	
  la	
  PCR	
  utilizada	
  se	
  realizó	
  para	
  

aquellos	
   casos	
   que	
   no	
   dieron	
   señal	
   positiva	
   mediante	
   la	
   primer	
   PCR,	
   una	
   segunda	
  

ronda	
   de	
   amplificación	
   (nested	
   PCR)	
   mediante	
   la	
   utilización	
   de	
   un	
   juego	
   de	
  

oligonucleótidos	
   internos.	
   La	
  mezcla	
   de	
   reacción	
   utilizada	
   en	
   este	
   caso	
   así	
   como	
   las	
  

condiciones	
  de	
  amplificación	
  fueron	
  iguales	
  que	
  las	
  realizadas	
  en	
  el	
  primer	
  round	
  pero	
  

en	
   este	
   caso	
   la	
  muestra	
   consistió	
   en	
   	
   1µL	
   del	
   producto	
   de	
   amplificación	
   del	
   primer	
  

round.	
  

	
  

Figura	
  7.	
  Diagrama	
  representativo	
  de	
   los	
  oligonucleótidos	
  específicos	
  diseñados	
  para	
   la	
  amplificación	
  

de	
  los	
  segmentos	
  4	
  y	
  6	
  correspondientes	
  a	
  HA	
  y	
  NA	
  respectivamente	
  del	
  genoma	
  de	
  Influenza	
  A	
  H3N2.	
  

En	
  el	
  diagrama	
  se	
  indica	
  el	
  lugar	
  de	
  unión	
  de	
  cada	
  primer	
  en	
  los	
  segmentos	
  de	
  ARN	
  viral	
  	
  y	
  el	
  tamaño	
  del	
  

producto	
  de	
  amplificación	
  obtenido.	
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4.8.	
  Electroforesis	
  en	
  gel	
  de	
  agarosa	
  

	
  

Los	
   productos	
   de	
   PCR	
   fueron	
   separados	
   electroforéticamente	
   en	
   geles	
   de	
   agarosa	
   al	
  

1%	
  teñidos	
  con	
  Good	
  View	
  (Nucleic	
  Acid	
  Stain).	
  Los	
  tamaños	
  de	
  las	
  bandas	
  esperadas	
  

para	
  el	
  primer	
  round	
  de	
  los	
  genes	
  HA	
  y	
  NA	
  son	
  1692	
  y	
  1353	
  respectivamente	
  (Tabla	
  3).	
  

	
  

Para	
  la	
  obtención	
  del	
  gel	
  de	
  agarosa	
  se	
  preparó	
  una	
  solución	
  de	
  agarosa	
  en	
  buffer	
  TAE	
  

1X	
   (40mM	
   Tris-­‐	
   Acetato,	
   10mM	
   EDTA	
   pH	
   8)	
   y	
   se	
   calentó	
   hasta	
   que	
   se	
   tornara	
  

transparente,	
  se	
  mezcló	
  con	
  “good	
  view”	
  (un	
  agente	
  que	
  se	
  une	
  al	
  ADN	
  y	
  se	
  activa	
  bajo	
  

luz	
  UV,	
  permitiendo	
  visualizar	
  las	
  bandas),	
  se	
  dejó	
  enfriar	
  unos	
  minutos	
  y	
  se	
  vertió	
  la	
  

misma	
   dentro	
   de	
   las	
   cubetas	
   niveladas	
   de	
   forma	
   correcta.	
   Se	
   dejó	
   gelificar	
   por	
  

aproximadamente	
  20	
  minutos	
  para	
  poder	
  retirar	
   los	
  peines	
  y	
  verter	
  sobre	
  el	
  gel	
  100	
  

mL	
  de	
  TAE	
  1X,	
  como	
  buffer	
  de	
  corrida.	
  

A	
   continuación	
   se	
   sembraron	
   en	
   cada	
   pocillo	
   10	
   µL	
   del	
   producto	
   de	
   PCR,	
   para	
   cada	
  

muestra,	
   control	
   positivo	
   y	
   control	
   negativo,	
   provenientes	
   de	
   una	
   mezcla	
   realizada	
  

anteriormente	
  la	
  cual	
  contenía	
  además	
  de	
  dicho	
  producto,	
  2	
  µL	
  de	
  buffer	
  de	
  carga	
  6X	
  

compuesto	
   por	
   azul	
   de	
   bromo	
   fenol	
   y	
   Xilencianol.	
   Además	
   en	
   un	
   pocillo	
   se	
   sembró	
  

como	
   referente	
   de	
   corrida	
   un	
   marcador	
   de	
   peso	
   molecular	
   de	
   1Kb	
   y	
   100pb	
  

correspondiente	
  al	
  primer	
  y	
  segundo	
  round	
  respectivamente	
  (BioLabs).	
  La	
  corrida	
  fue	
  

realizada	
  durante	
  50	
  minutos	
  a	
  90	
  voltios	
  (V)	
  para	
  que	
  el	
  frente	
  de	
  corrida	
  alcance	
  las	
  

tres	
  cuartas	
  partes	
  del	
  gel.	
  Por	
  último	
  el	
  gel	
  se	
  visualizó	
  en	
  un	
  documentador	
  de	
  geles	
  

con	
  luz	
  ultravioleta	
  (Gel	
  Doc	
  X5	
  170-­‐8170,	
  Biorad).	
  

	
  

	
  

4.9.	
  Purificación	
  de	
  los	
  productos	
  de	
  PCR	
  

	
  

Los	
   productos	
   de	
   PCR	
   obtenidos	
   fueron	
   purificados	
   a	
   partir	
   del	
   gel	
   de	
   agarosa,	
  

utilizando	
  el	
  kit	
   	
  de	
  purificación	
  de	
  QIAquick	
  Gel	
  Extraction	
  (Qiagen),	
  de	
  acuerdo	
  con	
  

las	
   instrucciones	
   suministradas	
  por	
  el	
   fabricante.	
  Durante	
   la	
  purificación	
  se	
  eliminan	
  

los	
   dímeros	
   de	
   oligonucleótidos	
   y	
   productos	
   inespecíficos	
   que	
   se	
   generen	
   en	
   la	
  

reacción	
  de	
  PCR	
  y	
  que	
  puedan	
  interferir	
  con	
  la	
  secuencia	
  de	
  interés.	
  

Para	
  la	
  cuantificación	
  del	
  producto	
  de	
  ADN	
  purificado	
  se	
  utilizó	
  la	
  espectrofotometría	
  

señalada	
  anteriormente.	
  En	
  el	
   caso	
  de	
  ADN,	
   	
  1	
  UA	
  260	
  nm	
  =	
  50	
  µg/mL.	
   	
   Se	
  midió	
   la	
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absorbancia	
   de	
   la	
   muestra	
   a	
   280	
   nm	
   para	
   determinar	
   la	
   pureza	
   de	
   la	
   muestra,	
  

considerando	
  relaciones	
  Abs260/Abs280	
  >	
  1.8	
  como	
  muestras	
  de	
  buena	
  calidad.	
  	
  

	
  

	
  

4.10.	
  Secuenciación	
  

	
  

Los	
   productos	
   de	
   PCR	
   fueron	
   enviados	
   para	
   su	
   secuenciación	
   al	
   Servicio	
   de	
  

secuenciación	
   del	
   Institut	
   Pasteur	
   de	
   Montevideo.	
   Cada	
   uno	
   de	
   los	
   amplicones	
  

correspondientes	
  al	
  primer	
  round	
   fue	
  secuenciado	
  bidireccionalmente	
  por	
  el	
  método	
  

de	
  dideoxinucleotidos	
  utilizando	
   los	
   cebadores	
   empleados	
  para	
   la	
   reacción	
  de	
  PCR	
  y	
  

cebadores	
  internos,	
  (ver	
  Tabla	
  3).	
  

	
  

	
  

4.11.	
  Análisis	
  de	
  secuencias	
  

	
  

4.11.1.	
  Análisis	
  Filogenéticos	
  

	
  

Los	
  cromatogramas	
  obtenidos	
  fueron	
  analizados	
  y	
  corregidos	
  manualmente	
  utilizando	
  

el	
   programa	
   bioinformático	
   CHROMAS,	
   versión	
   2.32	
   (Technelysium).	
   Con	
   el	
   fin	
   de	
  

obtener	
   relaciones	
   filogenéticas	
   entre	
   las	
   secuencias	
   obtenidas	
   y	
   las	
   secuencias	
  

correspondientes	
  de	
  cepas	
  de	
  Influenza	
  A	
  H3N2	
  que	
  circularon	
  en	
  distintas	
  partes	
  del	
  

mundo,	
  obtenidas	
  de	
  la	
  Base	
  de	
  Datos	
  de	
  Influenza	
  de	
  los	
  Alamos	
  (FLU	
  LANL	
  database)	
  

disponible	
   en	
   http://www.fludb.org/brc/home.do?decorator=influenza,	
   estas	
  

secuencias	
  fueron	
  alineadas	
  utilizando	
  el	
  programa	
  Clustal	
  W	
  (Thompson	
  y	
  cols,	
  1994).	
  

Clustal	
  W	
  es	
  un	
  programa	
  que	
  permite	
  hacer	
  alineamientos	
  globales	
  de	
  nucleótidos	
  y	
  

crea	
   alineamientos	
   múltiples	
   de	
   un	
   grupo	
   de	
   secuencias	
   empleando	
   alineamiento	
  

progresivo	
   de	
   pares	
   de	
   bases.	
   Una	
   vez	
   alineadas	
   las	
   secuencias	
   se	
   realizaron	
   los	
  

análisis	
  filogenéticos.	
  

	
  

A	
  fin	
  de	
  determinar	
  el	
  modelo	
  evolutivo	
  que	
  mejor	
  describía	
  nuestro	
  juego	
  de	
  datos,	
  se	
  

utilizó	
   el	
   programa	
   Model	
   Generator	
   (Keane	
   y	
   cols.	
   2006)	
   el	
   cual	
   utiliza	
   el	
   criterio	
  

informativo	
   de	
   Akaike	
   (AIC)	
   y	
   el	
   Hierarchical	
   Likelihood	
   Ratio	
   Test.	
   AIC	
   toma	
   en	
  

consideración	
  tanto	
  la	
  medida	
  en	
  que	
  el	
  modelo	
  se	
  ajusta	
  a	
  las	
  series	
  observadas	
  como	
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el	
   número	
  de	
  parámetros	
  utilizados	
   en	
   el	
   ajuste,	
   de	
   esta	
   forma	
  busca	
   el	
  modelo	
  que	
  

describa	
  adecuadamente	
  las	
  series	
  y	
  tenga	
  el	
  mínimo	
  AIC.	
  	
  

	
  

Utilizando	
   el	
   modelo	
   obtenido	
   mediante	
   el	
   programa	
   Model	
   Generator,	
   se	
  

construyeron	
   árboles	
   filogenéticos	
   de	
   máxima	
   verosimilitud	
   (Maximum	
   Likelihood)	
  

con	
   el	
   programa	
   PhyML	
   (Guindon	
   y	
   cols.	
   2005),	
   disponible	
   en	
  

http://www.phylogeny.fr/phylo_cgi/phyml.	
  Como	
  medida	
  de	
  la	
  robustez	
  de	
  cada	
  rama	
  

de	
  los	
  árboles	
  filogenéticos	
  utilizamos	
  un	
  ensayo	
  de	
  probabilidad	
  aproximado	
  (aLRT),	
  

que	
  demuestra	
  que	
  la	
  rama	
  estudiada	
  provee	
  una	
  verosimilitud	
  significativa	
  contra	
  la	
  

hipótesis	
   nula	
   que	
   involucra	
   colapsar	
   esa	
   rama	
   del	
   árbol	
   pero	
   dejar	
   el	
   resto	
   de	
   la	
  

topología	
  del	
  árbol	
  idéntica	
  (Anisimova	
  y	
  Gascuel	
  2006).	
  

	
  

	
  

4.12.	
  Estudios	
  Bayesianos	
  de	
  Coalescencia.	
  	
  

	
  

Las	
  secuencias	
  completas	
  de	
  nucleótidos	
  correspondientes	
  al	
  segmento	
  génico	
  HA	
  del	
  

virus	
   de	
   Influenza	
   A	
   H3N2	
   fueron	
   alineadas	
   utilizando	
   el	
   programa	
   CLUSTAL	
   W	
  

(Thompson	
   y	
   cols.	
   1994).	
   Una	
   vez	
   alineadas,	
   se	
   determinó	
   la	
   posible	
   presencia	
   de	
  

estirpes	
  recombinantes	
  utilizando	
  dos	
  aproximaciones	
  implementadas	
  en	
  el	
  programa	
  

SimPlot	
   (Lole	
   y	
   cols.	
   1999),	
   una	
   basada	
   en	
   un	
   método	
   de	
   ventanas	
   y	
   cálculos	
   de	
  

distancias,	
  y	
  otra	
  basada	
  en	
  el	
  método	
  de	
  bootscanning	
  (Salminen	
  y	
  cols.	
  1995).	
  No	
  se	
  

encontraron	
   estirpes	
   recombinantes	
   en	
   nuestros	
   datos	
   de	
   secuencia	
   (datos	
   no	
  

mostrados).	
  Una	
  vez	
   establecido	
  que	
  no	
  existían	
   estirpes	
   recombinantes	
   en	
  nuestros	
  

datos,	
   establecimos	
   cuál	
   era	
   el	
   modelo	
   evolutivo	
   que	
   mejor	
   representaba	
   nuestros	
  

datos	
  de	
  secuencia,	
  utilizando	
  el	
  programa	
  Modelgenerator.	
  El	
  criterio	
  de	
  información	
  

de	
   Akaike	
   (AIC)	
   y	
   el	
   máximo	
   valor	
   de	
   verosimilitud	
   indicado	
   por	
   el	
   logaritmo	
   de	
  

likelihood	
   (lnL)	
   indicaron	
   que	
   el	
   modelo	
   GTR+Γ	
   era	
   el	
   que	
   mejor	
   representaba	
  

nuestros	
  datos.	
  	
  

Una	
  vez	
  caracterizados	
  estos	
  parámetros	
  se	
  procedió	
  a	
  estudiar	
  las	
  tasas	
  evolutivas	
  y	
  el	
  

modo	
  de	
  evolución	
  de	
  VIA	
  H3N2	
  en	
  Sudamérica.	
  Para	
  ello,	
   se	
  utilizó	
   la	
  aproximación	
  

Bayesiana	
  Monte	
  Carlo	
  con	
  Cadenas	
  de	
  Markov	
  (MCMC)	
   implementada	
  en	
  el	
  paquete	
  

BEAST	
  (Drummond	
  y	
  Rambaut,	
  2007),	
  de	
  forma	
  de	
  analizar	
  las	
  cepas	
  de	
  Uruguay	
  y	
  la	
  

región	
   sudamericana.	
   Usando	
   el	
   modelo	
   GTR+Γ	
   y	
   30	
   millones	
   de	
   generaciones	
   de	
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MCMC,	
  se	
  testaron	
  diferentes	
  dinámicas	
  poblacionales	
  (tamaño	
  poblacional	
  constante,	
  

skyline	
  bayesiano,	
  crecimiento	
  poblacional	
  exponencial,	
  expansional	
  y	
  logístico),	
  y	
  los	
  

resultados	
  se	
  examinaron	
  con	
  el	
  programa	
  TRACER	
  (Drummond	
  y	
  Rambaut,	
  2007).	
  La	
  

incertidumbre	
  estadística	
  en	
  los	
  datos	
  se	
  refleja	
  en	
  la	
  densidad	
  de	
  probabilidad	
  mayor	
  

al	
  95	
  %	
  (HPD).	
  La	
  convergencia	
  se	
  evaluó	
  con	
  los	
  valores	
  de	
  ESS	
  (tamaño	
  efectivo	
  de	
  

muestreo).	
  

	
  

Con	
   el	
   objetivo	
  de	
   estimar	
   las	
   tasas	
   evolutivas	
  para	
   las	
   variantes	
  de	
  VIA	
  H3N2	
  de	
   la	
  

región	
   sudamericana	
   se	
   procedió	
   a	
   la	
   realización	
   de	
   estas	
   aproximaciones	
  mediante	
  

dos	
  abordajes	
  diferentes	
  en	
   los	
  cuales	
  se	
  utilizaron	
   las	
  muestras	
  de	
   interés,	
  así	
  como	
  

también	
  otras	
  extraídas	
  de	
  la	
  base	
  de	
  datos	
  (todas	
  de	
  Latinoamérica).	
  Dado	
  que	
  en	
  la	
  

base	
   de	
   datos	
   solo	
   algunas	
   pocas	
   secuencias	
   presentaban	
   la	
   longitud	
   de	
   1566pb	
   se	
  

construyeron	
   dos	
   Dataset	
   diferentes.	
   Uno	
   de	
   ellos	
   constituido	
   por	
   las	
   secuencias	
   de	
  

estudio	
  más	
  nueve	
  que	
  presentaban	
  la	
  misma	
  longitud,	
  aisladas	
  entre	
  los	
  años	
  2007	
  y	
  

2012	
   denominado	
   Dataset	
   1.	
   Otro	
   de	
   ellos	
   que	
   presentaba	
   971pb	
   de	
   longitud,	
  

constituido	
  por	
  nuestras	
   secuencias	
   de	
   interés	
  más	
  239	
   secuencias	
   latinoamericanas	
  

aisladas	
  entre	
  los	
  años	
  2000	
  y	
  2012,	
  el	
  mismo	
  fue	
  designado	
  como	
  Dataset	
  2.	
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5.	
  Resultados	
  

	
  

5.1.	
  Puesta	
  a	
  punto	
  de	
  la	
  amplificación	
  mediante	
  RT-­‐PCR	
  de	
  los	
  segmentos	
  génicos	
  HA	
  

y	
  NA	
  de	
  VIA	
  H3N2.	
  	
  

	
  

Con	
  el	
  fin	
  de	
  estudiar	
  la	
  variabilidad	
  genética	
  de	
  VIA	
  H3N2	
  en	
  las	
  muestras	
  estudiadas	
  

de	
  Uruguay,	
  se	
  procedió	
  en	
  una	
  primera	
  instancia	
  a	
   la	
  optimización	
  de	
  la	
  reacción	
  de	
  

PCR	
  para	
  la	
  amplificación	
  de	
  los	
  genes	
  HA	
  y	
  NA	
  de	
  VIA	
  subtipo	
  H3N2.	
  	
  

A	
  modo	
  de	
  poder	
   conocer	
   la	
   temperatura	
  de	
   annealing	
  óptima	
  para	
   cada	
  uno	
  de	
   los	
  

primers	
   utilizado,	
   se	
   procedió	
   a	
   la	
   realización	
   de	
   una	
   PCR	
   en	
   gradiente	
   de	
  

temperaturas,	
  para	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  segmentos	
  génicos.	
  De	
  esta	
  forma	
  se	
  determinó	
  la	
  

temperatura	
  de	
  annealing	
  óptima	
  para	
  cada	
  uno	
  de	
  los	
  genes	
  estudiados:	
  53°C	
  para	
  el	
  

segmento	
  HA	
  y	
  55°C	
  correspondiente	
  al	
   segmento	
  NA,	
   siendo	
  éstas	
   las	
   temperaturas	
  

donde	
  se	
  obtuvo	
  una	
  única	
  banda	
  y	
  de	
  buena	
  intensidad,	
  (ver	
  Tabla	
  4,	
  Figura	
  8).	
  

	
  

Tabla	
  4.	
  Temperatura	
  de	
  annealing	
  para	
  la	
  amplificación	
  de	
  los	
  genes	
  HA	
  y	
  NA.	
  

Gen	
   Temperatura	
  

(°C)	
  

Tiempo	
  

(min)	
  

HA	
   53	
   1	
  

NA	
   55	
   1	
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Figura	
   8.	
   Electroforesis	
   en	
   gel	
   de	
   agarosa	
   	
   de	
   los	
   productos	
   de	
   amplificación	
   generados	
   durante	
   la	
  

optimización	
   de	
   la	
   PCR	
   para	
   los	
   genes	
   HA	
   y	
   NA.	
   HA)	
   Carril	
   1:	
   marcador	
   de	
   peso	
   molecular	
   de	
   1Kb	
  

(BioLabs);	
  carriles	
  2,	
  3,	
  4,	
  5,	
  y	
  6	
  productos	
  obtenidos	
  a	
  diferentes	
  temperaturas	
  de	
  annealing.	
  Se	
  observa	
  

la	
   banda	
   de	
   1692pb	
   correspondiente	
   a	
   la	
   amplificación	
   del	
   gen	
   HA.	
   NA)	
   Carril	
   1:	
   marcador	
   de	
   peso	
  

molecular	
   de	
   1Kb	
   (BioLabs);	
   carriles	
   2,	
   3,	
   4,	
   5	
   y	
   6	
   productos	
   obtenidos	
   a	
   diferentes	
   temperaturas	
   de	
  

annealing.	
  Se	
  observa	
  la	
  banda	
  de	
  1353pb	
  correspondiente	
  a	
  la	
  amplificación	
  del	
  gen	
  NA.	
  

	
  

	
  

5.2	
   Identificación	
   y	
   caracterización	
   de	
   las	
   cepas	
   de	
   Virus	
   Influenza	
   A	
   H3N2	
   de	
   las	
  

muestras	
  obtenidas	
  en	
  Uruguay	
  durante	
  la	
  temporada	
  invernal	
  2011-­‐2012.	
  	
  

	
  

Una	
  vez	
  optimizada	
  la	
  técnica	
  de	
  RT-­‐PCR	
  para	
  los	
  genes	
  HA	
  y	
  NA	
  de	
  H3N2,	
  se	
  procedió	
  

a	
  la	
  caracterización	
  molecular	
  de	
  las	
  veintinueve	
  muestras	
  de	
  este	
  estudio	
  (Tabla	
  2).	
  

Como	
  se	
  puede	
  observar	
  en	
  la	
  tabla,	
  de	
  las	
  veintinueve	
  muestras	
  recolectadas	
  solo	
  10	
  

fueron	
  positivas	
  para	
  el	
  segmento	
  génico	
  M2	
  (indicando	
  que	
  es	
  VIA)	
  y	
  negativas	
  para	
  el	
  

sub-­‐tipo	
  H1N1.	
  A	
  fin	
  de	
  determinar	
  si	
  estas	
  10	
  muestras	
  podían	
  pertenecer	
  al	
  sub-­‐tipo	
  

H3N2	
  de	
  VIA	
  se	
  procedió	
  a	
  realiza	
  la	
  reacción	
  de	
  PCR	
  para	
  los	
  genes	
  HA	
  y	
  NA.	
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Mediante	
   esta	
   estrategia	
   se	
   obtuvo	
   para	
   el	
   gen	
  NA	
   un	
   producto	
   de	
   amplificación	
   de	
  

1353pb	
   correspondiente	
   a	
   la	
   primera	
   ronda	
   de	
   amplificación	
   en	
   siete	
   de	
   las	
   diez	
  

muestras	
   analizadas	
   (muestras	
   116,	
   132,	
   159,	
   202,	
   206,	
   220	
   y	
   224)	
   (Figura	
   9).	
  

Asimismo	
  se	
  obtuvo	
  un	
  producto	
  de	
  amplificación	
  de	
  266pb	
  mediante	
  la	
  amplificación	
  

con	
  primers	
  internos	
  en	
  9	
  de	
  las	
  10	
  muestras	
  analizadas	
  (resultados	
  no	
  mostrados).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Figura	
   9.	
   Electroforesis	
   en	
   gel	
   de	
   agarosa	
   de	
   los	
   productos	
   correspondientes	
   a	
   la	
   primera	
   ronda	
   de	
  

amplificación	
   del	
   gen	
   NA.	
   En	
   ambas	
   fotos	
   se	
   indica	
   en	
   Carril	
   1:	
  marcador	
   de	
   peso	
  molecular	
   de	
   1Kb	
  

(BioLabs);	
  Carriles	
  2,	
  3,	
  4,	
  5	
  y	
  6:	
  muestras	
  analizadas,	
  Control	
  positivo	
  (C(+)),	
  control	
  negativo	
  (C(-­‐)).	
  Se	
  

observa	
  la	
  banda	
  de	
  1353pb	
  correspondiente	
  a	
  la	
  amplificación	
  del	
  gen	
  NA.	
  

	
  

Por	
  otro	
  lado,	
  en	
  lo	
  que	
  respecta	
  al	
  gen	
  HA,	
  se	
  obtuvo	
  un	
  producto	
  de	
  amplificación	
  de	
  

1692pb	
  correspondiente	
  a	
  la	
  primera	
  ronda	
  de	
  amplificación.	
  Dicha	
  banda	
  se	
  observa	
  

en	
   las	
   siete	
   muestras	
   antes	
   mencionadas	
   (Figura	
   10).	
   Mediante	
   la	
   utilización	
   de	
  

primers	
   internos	
   se	
  obtuvo	
  una	
  banda	
  específica	
  de	
  117	
  pb	
  en	
  9	
  de	
   las	
  10	
  muestras	
  

analizadas	
  (resultados	
  no	
  mostrados).	
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Figura	
  10.	
   Electroforesis	
   en	
   gel	
   de	
   agarosa	
  de	
   los	
  productos	
   correspondientes	
   a	
   la	
   primera	
   ronda	
  de	
  

amplificación	
   del	
   gen	
   HA.	
   En	
   ambas	
   fotos	
   se	
   indica	
   en	
   Carril	
   1	
   marcador	
   de	
   peso	
  molecular	
   de	
   1Kb	
  

(BioLabs);	
  Carriles	
  2,	
  3,	
  4,	
  5	
  y	
  6	
  muestras	
  analizadas,	
  Control	
  positivo	
  (C(+)),	
  control	
  negativo	
  (C(-­‐)).	
  Se	
  

observa	
  la	
  banda	
  de	
  1692pb	
  correspondiente	
  a	
  la	
  amplificación	
  del	
  gen	
  HA.	
  

	
  

En	
  suma	
  luego	
  de	
  la	
  amplificación	
  por	
  PCR	
  de	
  los	
  genes	
  HA	
  y	
  NA	
  del	
  VIA	
  H3N2	
  de	
  las	
  

muestras	
  recolectadas	
  para	
  este	
  estudio	
  (ver	
  Tabla	
  2),	
  se	
  pudo	
  evidenciar	
  que	
  7	
  de	
  las	
  

mismas	
  resultaron	
  positivas	
  para	
  ambos	
  genes	
  estudiados	
  luego	
  de	
  una	
  primera	
  ronda	
  

de	
  amplificación.	
  Este	
  número	
  se	
  vio	
  incrementado	
  a	
  9	
  luego	
  de	
  la	
  realización	
  de	
  una	
  

segunda	
  ronda	
  de	
  amplificación	
  con	
  primers	
  internos,	
  lo	
  cual	
  permite	
  un	
  aumento	
  en	
  la	
  

sensibilidad	
  y	
  especificidad	
  de	
  la	
  PCR	
  (ver	
  Tabla	
  5).	
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Tabla	
  5.	
   	
  Muestras	
   analizadas	
   en	
   este	
   estudio.	
   Se	
  muestra	
  Número	
  de	
   caso,	
   ,	
   Primer	
  Round,	
   Segundo	
  
Round	
  y	
  Tipo	
  de	
  muestra.	
  	
  
	
  

Número	
  
de	
  

muestra	
  

Primer	
  
Round	
  

Segundo	
  
Round	
   Tipo	
  de	
  muestra	
  

81	
   Negativo	
   Positivo	
   Hisopo	
  nasal	
  
116	
   Positivo	
   Positivo	
   Hisopo	
  nasal	
  
132	
   Positivo	
   Positivo	
   Hisopo	
  nasal	
  
159	
   Positivo	
   Positivo	
   Hisopo	
  nasal	
  
112	
   Negativo	
   Negativo	
   Hisopo	
  nasal	
  
202	
   Positivo	
   Positivo	
   Hisopo	
  nasal	
  
206	
   Positivo	
   Positivo	
   Aspirado	
  Nasofaringeo	
  
216	
   Negativo	
   Positivo	
   Hisopo	
  nasal	
  
220	
   Positivo	
   Positivo	
   Hisopo	
  nasal	
  
224	
   Positivo	
   Positivo	
   Hisopo	
  nasal	
  

	
  

	
  

	
  

A	
   fin	
  de	
  caracterizar	
   las	
  estirpes	
  virales	
   identificadas	
  en	
  este	
  estudio,	
   los	
  amplicones	
  

obtenidos	
   fueron	
  purificados	
  de	
   acuerdo	
  a	
   lo	
   establecido	
  en	
  materiales	
   y	
  métodos,	
   y	
  

posteriormente	
   fueron	
   secuenciados	
   bidireccionalmente	
   por	
   el	
   método	
   de	
  

dideoxinucleotidos	
   utilizando	
   los	
   cebadores	
   empleados	
   para	
   la	
   reacción	
   de	
   PCR	
   y	
  

cebadores	
   internos,	
   (ver	
   Tabla	
   2).	
   En	
   lo	
   que	
   respecta	
   a	
   la	
   realización	
   de	
   los	
   análisis	
  

filogenéticos	
  se	
  utilizó	
  la	
  información	
  correspondiente	
  a	
  las	
  secuencias	
  amplificadas	
  en	
  

el	
  primer	
  round,	
  esto	
  es	
  debido	
  a	
  que	
  dichas	
  secuencias	
  contienen	
  mayor	
  cantidad	
  de	
  

información	
   nucleotídica	
   lo	
   cual	
   aporta	
   mayor	
   robustez	
   a	
   nuestros	
   análisis.	
   Se	
  

obtuvieron	
   secuencias	
   de	
   buena	
   calidad	
   para	
   su	
   posterior	
   análisis	
   en	
   6	
   de	
   las	
   7	
  

muestras	
  secuenciadas.	
  

	
  

Las	
  secuencias	
  obtenidas	
  en	
  este	
  trabajo	
  así	
  	
  como	
  las	
  provenientes	
  del	
  banco	
  de	
  datos	
  

(FLU	
  LANL	
  database),	
  fueron	
  alineadas	
  utilizando	
  el	
  programa	
  Clustal	
  W	
  (Thompson	
  y	
  

cols.	
   2004).	
   Una	
   vez	
   realizado	
   los	
   alineamientos	
   para	
   cada	
   segmento	
   génico,	
   se	
  

determinó	
  el	
  modelo	
  que	
  mejor	
  describe	
  nuestro	
  conjunto	
  de	
  datos	
  de	
  secuencias	
  para	
  

cada	
  alineamiento	
  en	
  particular.	
  El	
  criterio	
  de	
  información	
  de	
  Akaike	
  (AIC)	
  y	
  el	
  máximo	
  

valor	
  de	
  verosimilitud	
  indicado	
  por	
  el	
  logaritmo	
  del	
  likelihood	
  (lnL)	
  	
  indicaron	
  que	
  los	
  

modelos	
   de	
   sustitución	
  GTR	
  y	
  TN93	
   son	
   los	
   que	
  mejor	
   ajustan	
  nuestro	
   set	
   de	
  datos.	
  

Todos	
   los	
   análisis	
   se	
   realizaron	
  utilizando	
  el	
  programa	
  PhyML	
   (Guidon	
  y	
   cols.	
   2005)	
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(disponible	
  en:	
  http://www.phylogeny.fr/phylo_cgi/phyml).	
  La	
  robustez	
  de	
  cada	
  nodo	
  

fue	
  evaluada	
  por	
  un	
  ensayo	
  de	
  probabilidad	
  aproximado	
  (aLRT).	
  

	
  

En	
  primera	
  instancia,	
  mediante	
  la	
  construcción	
  de	
  alineamientos	
  utilizando	
  los	
  marcos	
  

abiertos	
   de	
   lectura	
   (ORF)	
   correspondiente	
   a	
   la	
   información	
   génica	
   de	
   los	
   segmentos	
  

HA	
   y	
   NA	
   de	
   las	
   muestras	
   estudiadas	
   y	
   de	
   las	
   diferentes	
   variantes	
   de	
   dichos	
   genes	
  

existentes	
  hasta	
  el	
  momento,	
  extraídos	
  de	
  la	
  base	
  de	
  datos	
  mencionada	
  anteriormente,	
  

se	
   realizaron	
   árboles	
   filogenéticos	
   de	
   máxima	
   verosimilitud	
   bajo	
   el	
   modelo	
   TN93	
  

(Figura	
  11).	
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Figura	
   11.	
   Árbol	
   filogenético	
   de	
   máxima	
   verosimilitud	
   utilizando	
   la	
   información	
   génica	
   de	
   los	
  

segmentos	
   a)	
   HA(1566pb)	
   y	
   b)	
   NA(1353pb),	
   correspondientes	
   a	
   las	
   muestras	
   estudiadas	
   y	
   a	
   los	
  

diferentes	
   subtipos	
  de	
  HA	
  y	
  NA	
  existentes	
  al	
  momento.	
  El	
   árbol	
   filogenético	
   fue	
  obtenido	
  mediante	
   la	
  

utilización	
   del	
   modelo	
   evolutivo	
   TN93	
   y	
   el	
   método	
   de	
   máxima	
   verosimilitud.	
   Las	
   diferentes	
   cepas	
  

indican	
   el	
   subtipo	
  y	
  número	
  de	
   acceso	
   al	
  GenBank.	
   Los	
  números	
   en	
   cada	
  nodo	
   indican	
   los	
   valores	
  de	
  

aLTR.	
  La	
  barra	
  en	
   la	
  parte	
   inferior	
  de	
   la	
   figura	
  denota	
  distancia.	
  Las	
  cepas	
  subrayadas	
  en	
  azul	
  son	
   las	
  

correspondientes	
  a	
  este	
  estudio.	
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En	
  la	
   figura	
  11,	
  se	
  pueden	
  apreciar	
   los	
  árboles	
  filogenéticos	
  de	
  máxima	
  verosimilitud	
  

correspondientes	
  a	
  los	
  genes	
  HA	
  y	
  NA.	
  Como	
  se	
  puede	
  observar	
  en	
  esta	
  figura	
  existen	
  

claras	
   agrupaciones	
   que	
   corresponden	
   a	
   las	
   diferentes	
   variantes	
   de	
   dichos	
   genes	
  

existentes	
   en	
   la	
   naturaleza	
   al	
   momento	
   del	
   estudio.	
   Respecto	
   al	
   árbol	
   filogenético	
  

correspondiente	
   al	
   segmento	
   génico	
   HA	
   (Figura	
   11.a)	
   se	
   pueden	
   observar	
   diecisiete	
  

clusters	
  bien	
  diferenciados,	
  cada	
  uno	
  de	
  ellos	
  constituido	
  por	
  cepas	
  de	
  las	
  variantes	
  HA	
  

encontradas	
   al	
   presente.	
   Por	
   otro	
   lado,	
   observando	
   el	
   árbol	
   filogenético	
   que	
  

corresponde	
   al	
   segmento	
   NA	
   (Figura	
   11.b),	
   se	
   pueden	
   evidenciar	
   diez	
   clusters	
  

claramente	
  definidos	
   constituidos	
  por	
   las	
   variantes	
  NA	
  presentes	
   en	
   la	
   naturaleza	
   al	
  

momento	
  del	
  presente	
  análisis.	
  En	
  lo	
  que	
  refiere	
  a	
  las	
  muestras	
  Uruguayas	
  analizadas	
  

en	
   este	
   estudio	
   (subrayadas	
   en	
   azul),	
   las	
   mismas	
   se	
   agrupan	
   junto	
   con	
   las	
   cepas	
  

pertenecientes	
  al	
  subtipo	
  H3	
  en	
  al	
  caso	
  de	
  la	
  hemaglutinina	
  y	
  al	
  subtipo	
  N2	
  en	
  el	
  caso	
  

de	
  la	
  neuraminidasa.	
  Como	
  forma	
  de	
  garantizar	
  nuestros	
  resultados	
  nos	
  apoyamos	
  en	
  

el	
  alto	
  peso	
  estadístico	
  de	
  estos	
  análisis	
  indicados	
  por	
  valores	
  de	
  aLTR	
  por	
  encima	
  de	
  

60.	
   Este	
   estudio	
   nos	
   permitió	
   determinar	
   que	
   6	
   de	
   las	
   10	
   muestras	
   estudiadas	
  

pertenecían	
  al	
  subtipo	
  H3N2	
  del	
  VIA.	
  

	
  

Por	
  otro	
  lado,	
  se	
  realizaron	
  alineamientos	
  utilizando	
  los	
  ORF	
  de	
  los	
  genes	
  HA	
  y	
  NA	
  de	
  

las	
   muestras	
   uruguayas	
   estudiadas	
   en	
   este	
   trabajo	
   junto	
   con	
   los	
   ORF	
   de	
   las	
   cepas	
  

circulantes	
  entre	
  los	
  distintos	
  hospederos	
  con	
  el	
  objetivo	
  de	
  evidenciar	
  el	
  origen	
  de	
  los	
  

segmentos	
  HA	
  y	
  NA	
  de	
  las	
  muestras	
  analizadas.	
  Con	
  dicho	
  alineamiento	
  se	
  realizaron	
  

árboles	
  filogenéticos	
  de	
  máxima	
  verosimilitud	
  bajo	
  el	
  modelo	
  GTR	
  (ver	
  Figura	
  12).	
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b)	
  NA	
  

	
  

	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

	
  
	
  

	
  

	
  

Figura	
  12.	
  Árbol	
   filogenético	
  de	
  máxima	
  verosimilitud	
  utilizando	
   la	
   información	
  génica	
  de:	
  a)	
  HA	
  y	
  b)	
  

NA,	
   correspondientes	
  a	
   la	
  muestra	
  Uruguayas	
  estudiadas	
  y	
  a	
  cepas	
  aisladas	
  de	
  diferentes	
  hospederos.	
  

Los	
  árboles	
  filogenéticos	
  fueron	
  obtenidos	
  mediante	
  la	
  utilización	
  del	
  modelo	
  evolutivo	
  GTR	
  y	
  el	
  método	
  

de	
   máxima	
   verosimilitud.	
   Se	
   indica	
   hospedero	
   y	
   número	
   de	
   acceso	
   al	
   GenBank	
   de	
   cada	
   cepa.	
   Los	
  

números	
   en	
   cada	
   nodo	
   indican	
   los	
   valores	
   de	
   aLTR.	
   La	
   barra	
   en	
   la	
   parte	
   inferior	
   de	
   la	
   figura	
   denota	
  

distancia.	
  Las	
  muestras	
  pertenecientes	
  a	
  los	
  pacientes	
  uruguayos	
  se	
  encuentran	
  subrayadas	
  en	
  azul.	
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Como	
   se	
   puede	
   apreciar	
   en	
   la	
   figura	
   12,	
   los	
   árboles	
   filogenéticos	
   de	
   máxima	
  

verosimilitud	
   para	
   los	
   genes	
   HA	
   y	
   NA	
   muestran	
   claramente	
   que	
   las	
   cepas	
  

correspondientes	
   a	
   los	
   diferentes	
   hospederos	
   agrupan	
   entre	
   sí,	
   es	
   decir,	
   las	
   cepas	
  

aisladas	
   de	
   hospederos	
   porcinos	
   se	
   agrupan	
   con	
   cepas	
   porcinas,	
   las	
   aisladas	
   de	
  

hospederos	
  aviares	
  agrupan	
  junto	
  con	
  las	
  cepas	
  aviares	
  y	
  así	
  sucesivamente.	
  En	
  lo	
  que	
  

refiere	
  a	
   las	
  muestras	
  Uruguayas	
  analizadas	
  en	
  este	
  estudio	
  (subrayadas	
  en	
  azul),	
   las	
  

mismas	
  se	
  agrupan	
   junto	
  con	
   las	
   cepas	
  pertenecientes	
  al	
   cluster	
  donde	
  se	
  ubican	
   las	
  

cepas	
   humanas,	
   tanto	
   para	
   el	
   caso	
   de	
   la	
   hemaglutinina	
   como	
   para	
   el	
   caso	
   de	
   la	
  

neuraminidasa.	
  Nuestros	
  resultados	
  son	
  sustentados	
  fuertemente	
  por	
  los	
  altos	
  valores	
  

de	
  aLTR	
  obtenidos,	
  dando	
  alta	
  robustez	
  estadística	
  a	
  dichos	
  análisis.	
  

	
  

	
  

5.3.	
   Determinación	
   de	
   las	
   relaciones	
   filogenéticas	
   entre	
   las	
   estirpes	
   circulantes	
   en	
  

Uruguay	
  y	
  en	
  diferentes	
  regiones	
  geográficas	
  respecto	
  a	
  la	
  cepa	
  vacunal.	
  

	
  

A	
  fin	
  de	
  profundizar	
  en	
  el	
  conocimiento	
  de	
  las	
  relaciones	
  filogenéticas	
  existentes	
  entre	
  

la	
   cepa	
   H3N2	
   incluida	
   en	
   la	
   vacuna	
   del	
   hemisferio	
   sur	
   para	
   la	
   temporada	
   invernal	
  

2011-­‐2012	
  y	
  las	
  cepas	
  de	
  VIA	
  H3N2	
  de	
  Uruguay,	
  la	
  región	
  y	
  el	
  mundo,	
  las	
  secuencias	
  de	
  

los	
  segmentos	
  génicos	
  HA	
  y	
  NA	
  obtenidas	
  de	
  los	
  pacientes	
  uruguayos	
  de	
  los	
  años	
  2011	
  

y	
   2012	
   fueron	
   alineadas	
   con	
   secuencias	
   correspondientes	
   a	
   cepas	
   de	
   VIA	
   H3N2	
   de	
  

distintas	
  partes	
  del	
  mundo	
  y	
  la	
  región	
  Latinoamericana,	
  así	
  como	
  también	
  con	
  la	
  cepa	
  

vacunal	
  para	
  la	
  temporada	
  2011	
  y	
  2012	
  obtenidas	
  de	
  la	
  base	
  de	
  datos	
  de	
  Influenza	
  los	
  

Alamos	
  (FLU	
  LANL	
  database),	
  (Bao	
  y	
  cols	
  2008).	
  

Los	
  alineamientos	
  fueron	
  realizados	
  utilizando	
  los	
  ORF	
  de	
  los	
  genes	
  HA	
  y	
  NA.	
  Una	
  vez	
  

realizado	
  el	
  alineamientos	
  para	
  cada	
  segmento	
  génico	
  se	
  crearon	
  árboles	
  filogenéticos	
  

de	
  máxima	
   verosimilitud	
   bajo	
   el	
   modelo	
   GTR,	
   el	
   que	
  mejor	
   describe	
   nuestro	
   set	
   de	
  

datos	
  (ver	
  Figura	
  13	
  y	
  14).	
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Figura	
   13.	
   a)	
   Árbol	
   filogenético	
   de	
   máxima	
   verosimilitud	
   utilizando	
   la	
   información	
   génica	
   de	
   los	
  

segmentos	
  HA,	
  correspondientes	
  a	
  las	
  muestras	
  analizadas	
  en	
  este	
  estudio	
  (subrayadas	
  en	
  azul).	
  El	
  árbol	
  

filogenético	
   fue	
   obtenido	
   mediante	
   la	
   utilización	
   del	
   modelo	
   evolutivo	
   GTR	
   y	
   el	
   método	
   de	
   máxima	
  

verosimilitud.	
   Las	
  diferentes	
   cepas	
   indican	
   la	
  procedencia	
   y	
  número	
  de	
   acceso	
   al	
  GenBank,	
   dentro	
  de	
  

estas	
   se	
   evalúa	
   la	
   muestra	
   CQ293081/A/Perth/16/2009(H3N2),	
   la	
   cual	
   fue	
   designada	
   como	
   cepa	
  

vacunal	
  para	
  el	
  hemisferio	
  sur	
  en	
  el	
  año	
  2011	
  (recuadro	
  verde).	
  Los	
  números	
  en	
  cada	
  nodo	
  indican	
  los	
  

valores	
  de	
  aLTR.	
  La	
  barra	
  en	
  la	
  parte	
  inferior	
  de	
  la	
  figura	
  denota	
  distancia.	
  b)	
  Amplificación	
  de	
  la	
  región	
  

del	
  árbol	
  filogenético	
  correspondiente	
  a	
  las	
  cepas	
  uruguayas	
  y	
  a	
  la	
  cepa	
  vacunal.	
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Figura	
   14.	
   a)	
   Árbol	
   filogenético	
   de	
   máxima	
   verosimilitud	
   utilizando	
   la	
   información	
   génica	
   de	
   los	
  

segmentos	
  NA.	
  El	
  árbol	
  filogenético	
  fue	
  obtenido	
  mediante	
  la	
  utilización	
  del	
  modelo	
  evolutivo	
  GTR	
  y	
  el	
  

método	
   de	
  máxima	
   verosimilitud.	
   Las	
   diferentes	
   cepas	
   indican	
   la	
   procedencia	
   y	
   número	
   de	
   acceso	
   al	
  

GenBank,	
   dentro	
   de	
   estas	
   se	
   evalúa	
   la	
   muestra	
   CY081429/A/Perth/16/2009(H3N2),	
   la	
   cual	
   fue	
  

designada	
   como	
   cepa	
   vacunal	
   para	
   el	
   hemisferio	
   sur	
   en	
   el	
   año	
   2011	
   (recuadro	
   verde).	
   Las	
  muestras	
  

analizadas	
   en	
   este	
   estudio	
   se	
   muestran	
   subrayadas	
   en	
   azul.	
   Los	
   números	
   en	
   cada	
   nodo	
   indican	
   los	
  

valores	
  de	
  aLTR.	
  La	
  barra	
  en	
  la	
  parte	
  inferior	
  de	
  la	
  figura	
  denota	
  distancia.	
  b)	
  Amplificación	
  de	
  la	
  región	
  

del	
  árbol	
  filogenético	
  correspondiente	
  a	
  las	
  cepas	
  uruguayas	
  y	
  a	
  la	
  cepa	
  vacunal.	
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Como	
   se	
   muestra	
   en	
   las	
   figuras	
   13	
   y	
   14,	
   los	
   árboles	
   filogenéticos	
   de	
   máxima	
  

verosimilitud	
  correspondientes	
  a	
   los	
  genes	
  HA	
  y	
  NA	
  respectivamente,	
  evidencian	
  una	
  

topología	
   similar	
   en	
   cuanto	
   a	
  que	
  no	
  hay	
  un	
   cluster	
  único	
  para	
   las	
  muestras	
  de	
   este	
  

estudio	
   (subrayadas	
   en	
   azul).	
   Se	
   puede	
   observar	
   en	
   ambos	
   análisis	
   una	
   clara	
  

divergencia	
  entre	
   las	
   cepas	
  uruguayas	
  de	
   las	
   temporadas	
   invernales	
  2011	
  y	
  2012,	
   lo	
  

que	
   queda	
   en	
   evidencia	
   por	
   la	
   distancia	
   filogenética	
   apreciada	
   entre	
   estas	
   variantes.	
  

Asimismo	
   se	
   pueden	
   ver	
   para	
   ambos	
   genes,	
   pero	
   más	
   notoriamente	
   para	
   la	
   HA,	
  

grandes	
   diferencias	
   filogenéticas	
   entre	
   las	
   cepas	
   de	
   estudio	
   y	
   otras	
   cepas	
   uruguayas	
  

utilizadas	
  en	
  este	
  análisis,	
  pertenecientes	
  a	
  años	
  anteriores.	
  

	
  

Por	
  otro	
   lado,	
  en	
  ambos	
  análisis	
   se	
  puede	
  apreciar	
  una	
  notable	
  distancia	
   filogenética	
  

entre	
   las	
   cepas	
   estudiadas	
   y	
   la	
   cepa	
   H3N2	
   vacunal	
   recomendada	
   por	
   la	
   OMS	
  

correspondiente	
  al	
  periodo	
  de	
  estudio	
  (recuadro	
  en	
  verde).	
  

	
  

	
  

5.4.	
  Determinar	
  polimorfismos	
  asociados	
  a	
  resistencia	
  a	
  antivirales	
  

	
  

5.4.1.	
  Resistencia	
  a	
  adamantanos	
  

Con	
   el	
   propósito	
   de	
   estudiar	
   la	
   presencia	
   de	
   cepas	
   de	
   virus	
   Influenza	
   A/H3N2	
  

resistentes	
   a	
   los	
   adamantanos	
   circulantes	
   en	
   Uruguay	
   en	
   los	
   años	
   2011	
   y	
   2012,	
   se	
  

analizó	
   la	
   presencia	
   de	
   cambios	
   aminoacídicos	
   característicos	
   de	
   la	
   proteína	
   HA	
  

asociados	
   a	
   esta	
   resistencia	
   en	
   cepas	
   de	
   VIA	
   (H3)	
   de	
   Uruguay	
   y	
   la	
   región.	
   Las	
  

secuencias	
  correspondientes	
  al	
  segmento	
  génico	
  HA	
  obtenidas	
  en	
  este	
  estudio	
  fueron	
  

alineadas	
   con	
   secuencias	
   de	
  Uruguay	
   y	
   la	
   región	
   conjuntamente	
   a	
   la	
   secuencia	
   de	
   la	
  

cepa	
  vacunal	
  VIA	
  H3N2	
  (A/Perth/16/2009	
  (H3N2)),	
   la	
  cual	
   fue	
  recomendada	
  para	
  el	
  

hemisferio	
   sur	
   por	
   la	
   OMS	
   desde	
   el	
   2009	
   en	
   adelante.	
   Posteriormente	
   a	
   su	
  

alineamiento,	
   las	
   secuencias	
   nucleotídicas	
   fueron	
   traducidas	
   a	
   aminoácidos	
  

observándose	
  las	
  sustituciones	
  que	
  se	
  muestran	
  en	
  la	
  figura	
  15.	
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Figura	
  15.	
  Alineamiento	
  de	
  la	
  secuencia	
  aminoacídica	
  de	
  HA	
  de	
  cepas	
  de	
  influenza	
  A	
  	
  provenientes	
  de	
  

Sudamérica.	
  Las	
  cepas	
  se	
  muestran	
  por	
  su	
  nombre	
  a	
  la	
  izquierda	
  de	
  la	
  figura.	
  R.G	
  significa	
  Rio	
  Grande;	
  

Sta.	
  Cat.	
  significa	
  Santa	
  Catarina.	
  Se	
  observan	
  las	
  secuencias	
  aminoacídicas	
  de	
  HA1	
  desde	
  la	
  posición	
  143	
  

a	
   la	
   234	
   (relativa	
   a	
   la	
   cepa	
   A/Rio	
   Grande	
   do	
   sul	
   /406/2004).	
  Marcado	
   con	
   verde	
   se	
   observa	
   la	
   cepa	
  

vacunal.	
  Los	
  cambios	
  aminoacídicos	
  característicos	
  en	
  las	
  posiciones	
  193	
  (Ser	
  a	
  Phe;	
  S193F)	
  y	
  225	
  (Asp	
  

a	
   Asn;	
   D225N)	
   de	
   la	
   proteína	
   HA	
   de	
   los	
   virus	
   resistentes	
   a	
   adamantanos	
   se	
   observan	
   en	
   negrita	
  

señalados	
   con	
   una	
   flecha.	
   Las	
   líneas	
   indican	
   identidad	
   de	
   secuencia	
   con	
   la	
   cepa	
  A/Rio	
  Grande	
   do	
   Sul	
  

/406/2004.	
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Al	
   observar	
   la	
   figura	
   15	
   podemos	
   apreciar	
   que	
   todas	
   las	
  muestras	
   uruguayas	
   de	
   las	
  

temporadas	
   2011	
   y	
   2012	
   (indicadas	
   en	
   rojo)	
   muestran	
   los	
   polimorfismos	
  

característicos	
   de	
   las	
   cepas	
   resistentes	
   a	
   los	
   adamantanos	
   (S193F	
   y	
   D225N),	
  

característica	
   que	
   también	
   comparten	
   las	
   cepas	
   uruguayas	
   de	
   los	
   años	
   2005	
   y	
  

2007.Analizando	
   la	
   figura,	
   también	
  se	
  puede	
  ver	
  que	
   las	
  secuencias	
  aminoacídicas	
  de	
  

las	
  muestras	
   analizadas	
   en	
   este	
   estudio	
   comparten	
   además	
   con	
   las	
   cepas	
   uruguayas	
  

reportadas	
  hasta	
  el	
  momento	
  el	
  cambio	
  de	
  una	
  	
  K	
  (Lisina)	
  por	
  una	
  N	
  (Asparagina)	
  en	
  la	
  

posición	
   145	
   (K145N)	
   y	
   el	
   cambio	
   de	
   una	
   Valina	
   por	
   Isoleucina	
   en	
   la	
   posición	
   226	
  

(V226I).	
  Asimismo	
  se	
  puede	
  observar	
  que	
   las	
   cepas	
  pertenecientes	
  a	
   las	
   temporadas	
  

2011	
  y	
  2012	
  adquieren	
  nuevas	
  mutaciones	
  no	
  sinónimas,	
  derivando	
  en	
  los	
  siguientes	
  

cambios:	
   K158N,	
   K173Q,	
   N189K,	
   T212A,	
   V223I,	
   V226I.	
   La	
   gran	
   mayoría	
   de	
   estas	
  

sustituciones	
  son	
  encontradas	
  también	
  en	
  la	
  cepa	
  vacunal.	
  

Como	
  se	
  puede	
  observar	
  en	
  la	
  figura	
  ninguna	
  otra	
  cepa	
  aislada	
  de	
  Sudamérica	
  previo	
  a	
  

2005	
  tiene	
  los	
  polimorfismos	
  que	
  indican	
  resistencia	
  a	
  los	
  adamantanos.	
  
	
  

	
  

5.4.2.	
  Resistencia	
  a	
  inhibidores	
  de	
  Neuraminidasa	
  
	
  

Con	
  la	
  finalidad	
  de	
  analizar	
  la	
  existencia	
  de	
  cepas	
  resistentes	
  a	
  los	
  inhibidores	
  de	
  NA	
  en	
  

las	
  muestras	
   obtenidas	
   para	
   este	
   análisis	
   en	
   el	
   periodo	
   comprendido	
   entre	
   los	
   años	
  

2011	
  y	
  2012,	
  se	
  estudió	
  la	
  presencia	
  de	
  cambios	
  aminoacídicos	
  característicos	
  del	
  sitio	
  

activo	
  de	
   la	
  glicoproteína	
  NA	
  en	
  las	
  cepas	
  de	
  VIA	
  (H3N2)	
  de	
  Uruguay	
  y	
   la	
  región.	
  Las	
  

secuencias	
  correspondientes	
  al	
  segmento	
  génico	
  NA	
  obtenidas	
  en	
  este	
  trabajo	
   fueron	
  

alineadas	
   con	
   secuencias	
   de	
   Uruguay	
   y	
   la	
   región,	
   asimismo	
   en	
   este	
   alineamiento	
   se	
  

incluyo	
  la	
  secuencia	
  de	
  la	
  cepa	
  vacunal	
  VIA	
  H3N2	
  (A/Perth/16/2009	
  (H3N2)),	
  la	
  cual	
  

fue	
   recomendada	
   para	
   el	
   hemisferio	
   sur	
   desde	
   el	
   2009	
   a	
   la	
   fecha.	
   Seguidamente	
   se	
  

procedió	
  a	
  la	
  traducción	
  de	
  la	
  secuencia	
  nucleotídica.	
  Las	
  sustituciones	
  aminoacídicas	
  

se	
  muestran	
  en	
  la	
  figura	
  16.	
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Como	
  se	
  observa	
  en	
  la	
  figura	
  ninguna	
  de	
  las	
  cepas	
  uruguayas	
  de	
  los	
  años	
  2011	
  y	
  2012,	
  

ni	
   las	
   cepas	
   utilizadas	
   como	
   referencia	
   presentan	
   cambios	
   aminoacídicos	
  

característicos	
  de	
  cepas	
  resistentes	
  a	
  inhibidores	
  de	
  NA	
  (oseltamivir	
  y	
  zanamivir).	
  

Sin	
  embargo,	
  se	
  puede	
  observar	
  que	
  las	
  cepas	
  del	
  presente	
  estudio	
  comparten	
  cambios	
  

aminoacídicos	
  como	
  ser	
  un	
  Ácido	
  Aspártico	
  (D)	
  por	
  una	
  Asparagina	
  (N)	
  en	
  la	
  posición	
  

147,	
   Histidina	
   (H)	
   150	
   por	
   Arginina	
   (R),	
   Valina	
   (V)	
   por	
   Isoleucina	
   (I)	
   en	
   la	
   posición	
  

194,	
   Lisina	
   (K)	
   121	
   por	
   Ácido	
   Glutámico	
   (E).	
   Dichos	
   cambios	
   también	
   se	
   pueden	
  

apreciar	
  para	
  la	
  cepa	
  vacunal.	
  

	
  

	
  

5.5.	
   Análisis	
   de	
   la	
   dinámica	
   poblacional	
   del	
   virus	
   de	
   influenza	
   A	
   H3N2	
   mediante	
  

abordajes	
  bayesianos	
  de	
  coalescencia	
  

	
  

La	
   teoría	
   de	
   la	
   coalescencia	
   establece	
   que	
   todos	
   los	
   genes	
   o	
   alelos	
   en	
   una	
   población	
  

determinada	
   son	
   heredados	
   de	
   un	
   ancestro	
   único	
   y	
   compartido	
   por	
   todos	
   los	
  

miembros	
   de	
   la	
   población,	
   conocido	
   como	
   el	
   ancestro	
   común	
   más	
   reciente	
   (MRCA)	
  

(Kingman	
  2000).	
  	
  

La	
   teoría	
   básica	
   de	
   coalescencia	
   asume	
   que	
   los	
   genes	
   no	
   sufrieron	
   procesos	
   de	
  

recombinación	
  y	
  modela	
  la	
  deriva	
  génica	
  como	
  un	
  proceso	
  estocástico	
  conocido	
  como	
  

un	
   proceso	
   de	
  Markov	
   (Rice,	
   2004).	
   Se	
   han	
   realizado	
   importantes	
   contribuciones	
   al	
  

desarrollo	
   de	
   la	
   teoría	
   de	
   coalescencia,	
   que	
   permitieron	
   la	
   incorporación	
   de	
  

variaciones	
  en	
  el	
  tamaño	
  de	
  la	
  población,	
  recombinación	
  y	
  selección,	
  así	
  como	
  también	
  

la	
  inclusión	
  de	
  prácticamente	
  cualquier	
  modelo	
  de	
  evolución	
  arbitrariamente	
  complejo	
  

o	
  modelos	
  demográficos	
  en	
  el	
  análisis	
  de	
  genética	
  de	
  poblaciones	
  (Kaplan	
  y	
  cols.,	
  1988;	
  

Hudson	
  1991;	
  Donelly	
  y	
  Tavaré	
  1995;	
  Neuhauser	
  y	
  Krone	
  1997;	
  Slatkin,	
  2001).	
  	
  
	
  

Con	
  el	
   objetivo	
  de	
  analizar	
   la	
  dinámica	
  poblacional	
  del	
   virus	
   Influenza	
  A	
  H3N2	
  en	
   la	
  

región	
  sudamericana,	
  procedimos	
  a	
  realizar	
  análisis	
  de	
  coalescencia.	
  

	
  

A	
  efectos	
  de	
  analizar	
   las	
  secuencias	
  correspondientes	
  al	
  segmento	
  génico	
  HA	
  subtipo	
  

H3,	
  de	
  cepas	
  de	
  Uruguay	
  y	
  la	
  región,	
  se	
  utilizó	
  la	
  aproximación	
  Bayesiana	
  Monte	
  Carlo	
  

con	
  Cadenas	
  de	
  Markov	
  (MCMC).	
  Con	
  este	
  fin	
  se	
  seleccionaron	
  secuencias	
  seriadas	
  en	
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el	
   tiempo	
  dentro	
  de	
   las	
   cuales	
   se	
  encontraban	
   las	
  obtenidas	
  en	
  el	
  presente	
  estudio	
  y	
  

secuencias	
  de	
  la	
  región	
  sudamericana.	
  	
  

Con	
  el	
  propósito	
  de	
  estimar	
  las	
  tasas	
  evolutivas	
  para	
  las	
  variantes	
  de	
  VIA	
  H3N2	
  de	
  la	
  

región	
   sudamericana	
   se	
   procedió	
   a	
   la	
   realización	
   de	
   estos	
   análisis	
   mediante	
   dos	
  

abordajes	
  diferentes	
  en	
  los	
  cuales	
  se	
  utilizaron	
  nuestras	
  variantes	
  de	
  interés,	
  así	
  como	
  

también	
  otras	
  extraídas	
  de	
  la	
  base	
  de	
  datos	
  (todas	
  de	
  Latinoamérica).	
  Se	
  analizó	
  un	
  set	
  

de	
  datos	
  constituido	
  por	
  las	
  secuencias	
  de	
  las	
  seis	
  muestras	
  estudiadas	
  en	
  este	
  trabajo	
  

junto	
   con	
   otras	
   nueve	
   secuencias	
   latinoamericanas	
   obtenidas	
   entre	
   los	
   años	
   2007	
   y	
  

2012,	
   bajadas	
   de	
   la	
   base	
   de	
   datos	
   antes	
   mencionada,	
   sumando	
   en	
   total	
   quince	
  

secuencias	
  que	
  presentan	
  el	
  mismo	
  tamaño	
  (1566pb),	
  denominado	
  Dataset	
  1.	
  Debido	
  a	
  

que	
  eran	
  escasas	
   las	
  secuencia	
  de	
  este	
   tamaño	
  presentes	
  en	
   la	
  base	
  de	
  datos,	
  pero	
  sí	
  

habían	
  muchas	
  de	
  un	
  tamaño	
  menor	
  (971pb),	
  se	
  realizó	
  el	
  mismo	
  análisis	
  pero	
  con	
  un	
  

set	
   de	
   datos	
   constituido	
   por	
   nuestras	
   secuencias	
   de	
   estudio	
   más	
   239	
   secuencias	
  

latinoamericanas	
   obtenidas	
   entre	
   los	
   años	
   2000	
   y	
   2012,	
   designado	
   Dataset	
   2	
   (ver	
  

Figura	
  17).	
  

	
  

	
  

	
  
	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  
	
  

Figura	
   17.Esquema	
   representativo	
   de	
   los	
   dos	
   abordajes	
   utilizados	
   para	
   el	
   análisis	
   Bayesiano	
   de	
  

Coalescencia.	
   Dataset	
   1	
   incluye	
   15	
   secuencias	
   de	
   una	
   longitud	
   aproximada	
   de	
   1566pb,	
   seriadas	
   en	
   el	
  

tiempo	
  (2007	
  a	
  2012).	
  Dataset	
  2	
  constituido	
  por	
  245	
  secuencias	
  seriadas	
  en	
  el	
  tiempo	
  (2000	
  a	
  2012)	
  de	
  

971pb	
  de	
  extensión.	
  Ambos	
  incluyen	
  las	
  secuencias	
  de	
  las	
  muestras	
  aisladas	
  en	
  este	
  trabajo.	
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Luego	
   de	
   realizar	
   un	
   análisis	
   de	
   30	
   millones	
   de	
   generaciones	
   de	
   MCMC,	
   usando	
   el	
  

modelo	
   GTR+Г,	
   un	
   reloj	
   molecular	
   relajado	
   y	
   testeando	
   diferentes	
   dinámicas	
  

poblacionales	
   (tamaño	
   poblacional	
   constante,	
   skyline	
   bayesiano,	
   crecimiento	
  

poblacional	
  exponencial,	
  expansional	
  y	
  logístico).	
  	
  

Se	
  estimaron	
  tasas	
  evolutivas	
  	
  de	
  4,47x	
  10-­‐3	
  y	
  5,19	
  x10-­‐3	
  sustituciones	
  por	
  sitio	
  por	
  año	
  

(s/s/a),	
  para	
  los	
  Datasets	
  1	
  y	
  2	
  respectivamente	
  (Ver	
  Tabla	
  6	
  y	
  Figura	
  18).	
  
	
  

	
  
Tabla	
  6.	
  Análisis	
  Bayesiano	
  de	
  Coalescencia	
  correspondiente	
  a	
  secuencias	
  de	
  VIA	
  H3N2	
  sudamericanas.	
  

Comparación	
  con	
  datos	
  reportados	
  por	
  Nelson	
  en	
  el	
  2006	
  y	
  Pybus	
  en	
  el	
  2009,	
  de	
  VIB	
  y	
  H1N1.	
  

	
  
	
  

Región	
  	
  
analizada	
  

Tasa	
  evolutiva	
  	
  
x10-­‐3	
  sust./sitio/año	
  

	
  
1566pb	
  

	
  
4,47	
  

	
  
971pb	
  

	
  
5,19	
  

	
  
H3N2	
  

(Nelson,	
  2006)	
  
	
  

2,68-­‐12,5	
  

	
  
Influenza	
  B	
  
(Nelson,	
  2006)	
  

	
  
1,14-­‐3,32	
  

	
  
H1N1	
  

(Pybus,	
  2009)	
  
	
  

3,5	
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Figura18.	
  Representación	
  gráfica	
  del	
  análisis	
  Bayesiano	
  de	
  Coalescencia	
  correspondiente	
  al	
  Dataset	
  2.	
  	
  

Se	
  observa	
  la	
  tasa	
  evolutiva	
  de	
  5,19	
  x10-­‐3	
  sust./sitio/año.	
  La	
  forma	
  característica	
  de	
  campana	
  revela	
  el	
  

alto	
  peso	
  estadístico	
  del	
  análisis.	
  	
  

	
  

En	
   la	
   figura	
  18	
   se	
  puede	
  apreciar	
   la	
   representación	
  gráfica	
  del	
   análisis	
  Bayesiano	
  de	
  

Coalescencia	
  correspondiente	
  al	
  set	
  de	
  datos	
  2	
  (secuencias	
  de	
  971pb	
  de	
  longitud).	
  La	
  

misma	
   muestra	
   la	
   forma	
   característica	
   en	
   campana	
   lo	
   que	
   revela	
   la	
   alta	
   robustez	
  

estadística	
  del	
   análisis.	
   Se	
  observa	
  marcado	
  en	
  gris	
  una	
   tasa	
  evolutiva	
  de	
   	
  5,19	
  x10-­‐3	
  

sust./sitio/año,	
  y	
  un	
  ESS	
  (tamaño	
  efectivo	
  de	
  muestreo)	
  de	
  368.	
  	
  

Asimismo	
  observando	
  la	
  tabla	
  6,	
  podemos	
  ver	
  como	
  las	
  tasas	
  evolutivas	
  obtenidas	
  para	
  

ambos	
   set	
   de	
   datos	
   se	
   encuentran	
   dentro	
   del	
   rango	
   establecido	
   (tasas	
   evolutivas	
   de	
  

entre	
  2,68-­‐12,5	
  x10-­‐3	
  sust./sitio/año).	
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Asimismo	
   se	
   analizaron	
   las	
   frecuencias	
   de	
   cambios	
   en	
   las	
   diferentes	
   posiciones	
   del	
  

codón,	
  lo	
  que	
  se	
  puede	
  apreciar	
  en	
  la	
  Figura	
  19.	
  

	
  

	
  
Figura	
  19.	
  Representación	
  gráfica	
  del	
  análisis	
  Bayesiano	
  de	
  Coalescencia	
  correspondiente	
  al	
  Dataset	
  2.	
  

Se	
  observa	
  las	
  frecuencias	
  de	
  cambios	
  en	
  las	
  diferentes	
  posiciones	
  del	
  codón.	
  

	
  
En	
   la	
   figura	
   19	
   se	
   puede	
   ver	
   la	
   representación	
   gráfica	
   del	
   análisis	
   Bayesiano	
   de	
  

Coalescencia	
   correspondiente	
   al	
   set	
   de	
   datos	
   2.	
   La	
   misma	
   muestra	
   la	
   variación	
  

característica	
  para	
  las	
  diferentes	
  posiciones	
  del	
  codon.	
  Se	
  ve	
  como	
  la	
  posición	
  dos	
  (pico	
  

azul)	
   presenta	
   una	
   frecuencia	
   de	
   cambio	
   (0,619)	
   sustancialmente	
   menor	
   a	
   las	
  

posiciones	
  uno	
  (0,817;	
  pico	
  negro)	
  y	
  tres	
  (1,566;	
  pico	
  rojo),	
  siendo	
  esta	
  última	
  la	
  que	
  

presenta	
  la	
  mayor	
  frecuencia	
  de	
  cambio.	
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6.	
  Discusión	
  

	
  
El	
  objetivo	
  principal	
  del	
  presente	
  trabajo	
  fue	
  estudiar	
  el	
  grado	
  de	
  variabilidad	
  genética	
  

y	
   antigénica	
   del	
   virus	
   Influenza	
   A	
   H3N2	
   circulantes	
   en	
   nuestro	
   país	
   durante	
   la	
  

temporada	
  invernal	
  2011-­‐2012	
  y	
  comparar	
  el	
  mismo	
  con	
  la	
  cepa	
  vacunal	
  recomendada	
  

por	
  la	
  OMS	
  para	
  nuestro	
  hemisferio.	
  	
  	
  

	
  

6.1	
   Puesta	
   a	
   punto	
   de	
   la	
   amplificación	
   de	
   los	
   genes	
   HA	
   y	
   NA	
   de	
   VIA	
   H3N2	
   y	
  

caracterización	
  de	
  las	
  cepas	
  de	
  VIA	
  circulantes	
  en	
  la	
  temporada	
  invernal	
  2011-­‐2012	
  

	
  

A	
   fin	
   de	
   cumplir	
   nuestros	
   objetivos,	
   se	
   realizó	
   en	
   una	
   primera	
   instancia	
   la	
   puesta	
   a	
  

punto	
   en	
   nuestro	
   laboratorio	
   de	
   la	
   amplificación	
   de	
   los	
   segmentos	
   génicos	
   que	
  

codifican	
  para	
   las	
   glicoproteínas	
  de	
   superficie	
  HA	
  y	
  NA	
  de	
  Virus	
   Influenza	
  A	
   subtipo	
  

H3N2	
  mediante	
  la	
  técnica	
  de	
  PCR.	
  

	
  

Una	
  vez	
  puesta	
  a	
  punto	
  la	
  técnica	
  se	
  procedió	
  a	
  la	
  identificación	
  de	
  las	
  cepas	
  de	
  Virus	
  

Influenza	
   A	
   circulantes	
   en	
   Uruguay	
   en	
   la	
   temporada	
   invernal	
   2011-­‐2012.	
   En	
   este	
  

marco	
  se	
  realizó	
  el	
  análisis	
  de	
  10	
  muestras	
  clínicas	
  (previamente	
  tipificadas	
  VIA	
  (por	
  

M2	
  positivo)	
  y	
  no	
  H1N1	
  (por	
  H1N1	
  negativo),	
  ver	
  Tabla	
  2)	
  procedentes	
  de	
  pacientes	
  

con	
   síntomas	
   de	
   Insuficiencia	
   Respiratoria	
   Aguda	
   (IRA),	
   Insuficiencia	
   Respiratoria	
  

Aguda	
   Grave	
   (IRAG)	
   y	
   Enfermedad	
   tipo	
   Influenza	
   (ETI),	
   obteniéndose	
   en	
   9	
   de	
   las	
  

mismas	
  señal	
  positiva	
  (Tabla	
  5).	
  Los	
  análisis	
  filogenéticos	
  de	
  los	
  segmentos	
  génicos	
  HA	
  

y	
   NA,	
   de	
   las	
   muestras	
   obtenidas	
   en	
   el	
   presente	
   estudio	
   (Figuras	
   11a	
   y	
   11b	
  

respectivamente),	
  muestran	
  claramente	
  que	
  las	
  mismas	
  se	
  agrupan	
  junto	
  con	
  las	
  cepas	
  

pertenecientes	
  al	
  subtipo	
  H3	
  en	
  al	
  caso	
  de	
  la	
  hemaglutinina	
  y	
  al	
  subtipo	
  N2	
  en	
  el	
  caso	
  

de	
  la	
  neuraminidasa.	
  Asimismo,	
  este	
  estudio	
  nos	
  permitió	
  confirmar	
  el	
  origen	
  humano	
  

de	
   los	
   segmentos	
   HA	
   y	
   NA	
   de	
   las	
   muestras	
   analizadas	
   (Figuras	
   12a	
   y	
   12b	
  

respectivamente).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  



 78 

	
  

6.2	
   Determinación	
   de	
   las	
   relaciones	
   filogenéticas	
   entre	
   las	
   estirpes	
   circulantes	
   en	
  

Uruguay	
  y	
  en	
  diferentes	
  regiones	
  geográficas	
  respecto	
  a	
  la	
  cepa	
  vacunal.	
  

	
  

A	
  fin	
  de	
  profundizar	
  en	
  el	
  conocimiento	
  de	
  las	
  relaciones	
  filogenéticas	
  entre	
  las	
  cepas	
  

de	
  VIA	
  H3N2	
  aislados	
  durante	
   las	
   temporadas	
   invernales	
  2011-­‐2012	
  en	
  Uruguay,	
   las	
  

provenientes	
  de	
  otras	
   regiones	
  geográficas	
  y	
   las	
  cepas	
   incluidas	
  en	
   la	
  vacuna	
  para	
   la	
  

temporada	
  invernal	
  2011-­‐2012	
  para	
  el	
  hemisferio	
  sur,	
  las	
  secuencias	
  de	
  los	
  segmentos	
  

génicos	
  HA	
  y	
  NA	
  obtenidas	
  de	
  los	
  pacientes	
  uruguayos	
  de	
  los	
  años	
  2011	
  y	
  2012	
  fueron	
  

alineadas	
  con	
  secuencias	
  correspondientes	
  a	
  cepas	
  de	
  VIA	
  H3N2	
  de	
  distintas	
  partes	
  del	
  

mundo	
   y	
   la	
   región	
   Latinoamericana,	
   así	
   como	
   también	
   con	
   la	
   cepa	
   vacunal	
  

correspondiente	
  al	
  hemisferio	
  sur	
  para	
   la	
   temporada	
  2011	
  y	
  2012	
  y	
  se	
  procedió	
  a	
   la	
  

realización	
  de	
  los	
  estudios	
  filogenéticos	
  correspondientes.	
  

	
  

Estudios	
   relativamente	
   recientes	
   muestran	
   que	
   cepas	
   pertenecientes	
   a	
   múltiples	
  

clados	
   co-­‐circulan	
   durante	
   la	
   mayoría	
   de	
   las	
   temporadas	
   del	
   virus	
   Influenza	
   en	
  

América	
   del	
   Sur,	
   y	
   ha	
   sido	
   evidenciado	
   que,	
   para	
   la	
   mayoría	
   de	
   las	
   temporadas	
  

invernales	
   estudiadas,	
   las	
   cepas	
   vacunales	
   y	
   las	
   cepas	
   circulantes	
   pertenecían	
   a	
  

diferentes	
   clados	
   filogenéticos	
   (Goñi	
   y	
   cols.	
   2008).	
   Dichos	
   resultados	
   también	
  

concuerdan	
  con	
  estudios	
  anteriores	
  realizados	
  por	
  Nelson	
  y	
  cols.	
  2007	
  en	
  Australia	
  y	
  

Nueva	
  Zelanda.	
  

Los	
   resultados	
   del	
   presente	
   estudio	
  muestran	
   que	
   las	
   cepas	
   recolectadas	
   durante	
   el	
  

periodo	
  2011-­‐2012	
  se	
  agrupan	
  en	
  un	
  clado	
  notoriamente	
  alejado	
  del	
   clado	
  donde	
  se	
  

encuentra	
   la	
   cepa	
   vacunal	
   recomendada	
   para	
   ese	
  mismo	
   periodo,	
   lo	
   que	
   nos	
   estaría	
  

indicando	
   que,	
   las	
   cepas	
   vacunales	
   para	
   los	
   años	
   2011	
   y	
   2012	
   y	
   las	
   cepas	
   que	
   han	
  

circulado	
  en	
  este	
  mismo	
  periodo	
  de	
   tiempo	
  poseen	
   relaciones	
   filogenéticas	
  distantes	
  

entre	
   sí	
   (ver	
  Figuras	
  13	
  y	
  14).	
   Los	
   resultados	
  obtenidos	
  demuestran	
   la	
  necesidad	
  de	
  

realizar	
  estudios	
  más	
  exhaustivos	
  de	
  las	
  cepas	
  de	
  virus	
  Influenza	
  A	
  que	
  circulan	
  en	
  la	
  

región,	
  así	
  como	
  de	
  las	
  rutas	
  y	
  los	
  mecanismos	
  de	
  dispersión	
  del	
  virus,	
  para	
  de	
  alguna	
  

forma	
  lograr	
  reducir	
  al	
  mínimo	
  el	
  desfasaje	
  existente	
  entre	
  las	
  cepas	
  circulantes	
  de	
  las	
  

epidemias	
   anuales	
   y	
   las	
   cepas	
   vacunales	
   recomendadas	
   para	
   dichos	
   periodos.	
   Estos	
  

resultados	
   concuerdan	
   con	
   estudios	
   realizados	
   para	
   VIA	
   subtipo	
   H3,	
   en	
   donde	
   han	
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demostrado	
  que	
   las	
  cepas	
  vacunales	
  se	
  encontraban	
  en	
  clúster	
  diferentes	
  a	
   las	
  cepas	
  

circulantes,	
  salvo	
  durante	
  el	
  año	
  2007	
  (Goñi	
  y	
  cols.	
  2009).	
  

	
  

6.3	
  	
  Determinación	
  de	
  	
  polimorfismos	
  asociados	
  a	
  resistencia	
  a	
  antivirales	
  

	
  

Resistencia	
  a	
  los	
  adamantanos:	
  

Los	
   adamantanos	
   como	
   la	
   amantadina	
  y	
   rimantadina,	
   han	
   sido	
  usados	
   como	
  agentes	
  

antivirales	
  contra	
  VIA	
  en	
  los	
  países	
  desarrollados	
  (Hata	
  y	
  cols.	
  2007).	
  Los	
  adamantanos	
  

bloquean	
  el	
  canal	
  iónico	
  (protaína	
  M2)	
  de	
  VIA	
  y	
  por	
  lo	
  tanto	
  inhiben	
  al	
  cambio	
  de	
  pH	
  

necesario	
  para	
  el	
  proceso	
  de	
  denudamiento	
  viral	
  (Wang	
  y	
  cols.	
  1993).	
  Se	
  ha	
  observado	
  

un	
   creciente	
   aumento	
   de	
   la	
   resistencia	
   a	
   este	
   tipo	
   de	
   fármacos	
   en	
   los	
   últimos	
   años	
  	
  

(Simonsen	
   y	
   cols.	
   2007).	
   En	
   la	
   temporada	
   2005-­‐2006	
   se	
   observó	
   un	
   aumento	
   de	
  

comunidades	
   virales	
   resistentes	
   en	
   Japón,	
   sudeste	
   asiático,	
   Australia	
   y	
   norteamerica	
  

(Saito	
  y	
  cols.	
  2007;	
  Barr	
  y	
  cols.	
  2007;	
  Bright	
  y	
  cols.	
  2006).	
  Los	
  análisis	
  filogenéticos	
  han	
  

revelado	
   que	
   los	
   virus	
   resistentes	
   provienen	
   de	
   un	
   solo	
   linaje	
   que	
   comparte	
   una	
  

mutación	
  en	
   la	
  posición	
  aminoácidica	
  31	
  de	
   la	
  proteína	
  M2	
   (S31N)	
   (Simonsen	
  y	
   cols	
  

2007,	
   Hata	
   y	
   cols.	
   2007).	
   Estos	
   análisis	
   han	
   demostrado	
   que	
   también	
   estos	
   virus	
  

comparten	
  cambios	
  aminoacidicos	
  	
  característicos	
  en	
  las	
  posiciones	
  193	
  (S193F)	
  y	
  225	
  

(D225N)	
  de	
  la	
  proteína	
  HA	
  (Hata	
  y	
  cols.	
  2007).	
  El	
  presente	
  trabajo	
  muestra	
  que	
  todas	
  

las	
  cepas	
  Uruguayas	
  de	
  VIA	
  H3N2	
  correspondientes	
  a	
  las	
  temporadas	
  invernales	
  2011-­‐

2012	
  presentan	
  los	
  polimorfismos	
  asociados	
  a	
  la	
  resistencia	
  a	
  adamantanos.	
  Como	
  se	
  

describe	
   en	
   trabajos	
   previos	
   realizados	
   en	
   Uruguay,	
   debido	
   al	
   hecho	
   de	
   que	
   es	
  

infrecuente	
  el	
  uso	
  de	
  drogas	
  adamantanos	
  en	
  los	
  países	
  de	
  Sudamérica,	
  que	
  todos	
  los	
  

virus	
  resistentes	
  pertenecen	
  a	
  un	
  único	
  linaje	
  genético	
  (Simonsen	
  y	
  cols.	
  2007)	
  	
  y	
  que	
  

es	
  muy	
  poco	
  probable	
  que	
  estos	
  cambios	
  hayan	
  surgido	
  por	
  azar	
  en	
  los	
  VIA	
  circulantes	
  

en	
   Sudamérica,	
   se	
   postula	
   la	
   posibilidad	
  de	
  una	
  posible	
  migración	
  de	
   estas	
   cepas	
  de	
  

VIA	
  a	
  nuestra	
  región	
  (Goñi	
  y	
  cols.	
  2007).	
  

	
  

	
  

	
  



 80 

Resistencia	
  a	
  los	
  inhibidores	
  de	
  NA	
  

Dentro	
  de	
  los	
  inhibidores	
  de	
  NA	
  más	
  administrados	
  a	
  los	
  pacientes	
  podemos	
  encontrar	
  

oseltamivir	
  y	
  zanamivir.	
  Estos	
  se	
  unen	
  al	
  sitio	
  activo	
  de	
   la	
  NA,	
  bloqueando	
  la	
   función	
  

sialidasa,	
  previniendo	
  de	
  esta	
  forma	
  la	
  liberación	
  de	
  los	
  viriones.	
  

El	
  sitio	
  activo	
  de	
  la	
  NA	
  de	
  los	
  VIA	
  es	
  una	
  estructura	
  en	
  forma	
  de	
  bolsillo	
  compuesto	
  de	
  

residuos	
   finamente	
   conservados	
   (Colman	
   y	
   cols.	
   1983).	
   Estos	
   residuos	
   forman	
   las	
  

paredes	
   del	
   bolsillo,	
   entre	
   los	
   cuales	
   están	
   los	
   que	
   forman	
   el	
   sitio	
   catalítico	
  

propiamente	
   dicho	
   (R118,	
   D151,	
   R152,	
   R224,	
   E276,	
   R292,	
   R371,	
   Y406)	
   que	
  

interacciona	
  con	
  el	
  sustrato,	
  el	
  ácido	
  siálico,	
  y	
   luego	
  encontramos	
  los	
  residuos	
  (E119,	
  

R156,	
  W178,	
  S179,	
  D/N198,	
   I222,	
  E227,	
  H274,	
  E277,	
  N294,	
  E425)	
  que	
   interaccionan	
  

con	
  los	
  residuos	
  del	
  sitio	
  catalítico	
  estabilizando	
  el	
  sitio	
  activo	
  (Colman	
  y	
  cols.	
  1993).	
  

La	
  presencia	
  de	
  cambios	
  en	
  el	
  sitio	
  activo	
  de	
   la	
  NA	
  conduce	
  a	
   la	
  generación	
  de	
  cepas	
  

resistentes	
   a	
   los	
   inhibidores	
   de	
   NA.	
   Se	
   han	
   observado	
   dos	
   tipos	
   de	
   mutaciones	
  

asociadas	
  a	
  dichas	
   cepas	
   resistentes:	
  mutaciones	
  a	
  nivel	
  del	
   sitio	
   catalítico	
   (R292K	
  y	
  

R152K),	
   o	
   a	
   nivel	
   de	
   la	
   región	
   estabilizadora	
   del	
   sitio	
   activo	
   (E119V,	
  H274Y,	
  N294S,	
  

D198N)	
  (Ferraris	
  y	
  cols,	
  2008).	
  

Este	
  trabajo	
  muestra	
  que	
  ninguna	
  de	
  las	
  cepas	
  de	
  VIA	
  H3N2	
  estudiadas	
  en	
  Uruguay	
  en	
  

las	
   temporadas	
   invernales	
   2011-­‐2012	
   presenta	
   los	
   polimorfismos	
   asociados	
   a	
   la	
  

resistencia	
  a	
  inhibidores	
  de	
  neuraminidasa.	
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6.4	
   Dinámica	
   poblacional	
   del	
   Virus	
   de	
   Influenza	
   A	
   H3N2	
   mediante	
   abordajes	
  

bayesianos	
  de	
  coalescencia.	
  

	
  

Diversos	
   estudios	
   indican	
   que	
   VIA	
   evoluciona	
  más	
   rápidamente	
   que	
   VIB,	
   sugiriendo	
  

además	
  que	
  dentro	
  de	
  VIA,	
  el	
  subtipo	
  H3N2	
  presenta	
  tasas	
  evolutivas	
  mayores	
  que	
  el	
  

subtipo	
  H1N1	
  (Cox,	
  1993;	
  Suzuki,	
  2001;	
  Nelson,	
  2006;	
  Chen	
  y	
  Holmes,	
  2008).	
  

Estos	
  estudios	
  han	
  sugerido	
  que	
  VIA	
  H3N2	
  está	
  evolucionando	
  a	
  una	
  tasa	
  de	
  entre	
  2,68	
  

y	
   12,5	
   x10-­‐3	
   sustituciones	
   por	
   sitio	
   por	
   año,	
   mientras	
   que	
   los	
   Virus	
   Influenza	
   B	
  

evolucionan	
  a	
  una	
  tasa	
  menor	
  del	
  orden	
  entre	
  1,14	
  y	
  3,32	
  x10-­‐3	
  sustituciones	
  por	
  sitio	
  

por	
   año	
   (Nelson,	
  2006),	
   (Ver	
  Tabla	
  6).	
  En	
   contraparte	
   el	
   subtipo	
  H1N1	
  de	
  VIA	
   se	
  ha	
  

documentado	
  que	
  está	
  evolucionando	
  a	
  una	
  tasa	
  del	
  orden	
  de	
  3,5	
  x	
  10-­‐3	
  sustituciones	
  

por	
   sitio	
   por	
   año	
   (Pybus,	
   2009)	
   (Ver	
   Tabla	
   6).	
   Estos	
   hechos	
   se	
   reflejan	
   en	
   la	
  mayor	
  

cantidad	
  de	
  veces	
  que	
  se	
  debió	
  reformular	
  la	
  vacuna	
  para	
  el	
  subtipo	
  H3N2,	
  respecto	
  al	
  

subtipo	
   H1N1,	
   para	
   el	
   periodo	
   comprendido	
   entre	
   los	
   años	
   1972	
   y	
   2002.	
   El	
  

componente	
   vacunal	
   H3N2	
   ha	
   sido	
   reformulado	
   veinte	
   veces,	
   en	
   cambio	
   solo	
   once	
  

cambios	
  del	
  componente	
   Influenza	
  B	
  y	
  siete	
  del	
  componente	
  H1N1	
  fueron	
  realizados	
  

durante	
  el	
  mismo	
  período	
  de	
  tiempo	
  demostrando	
  la	
  menor	
  variabilidad	
  de	
  estos	
  virus	
  

a	
   lo	
   largo	
  del	
   tiempo	
   (Pumarola	
  y	
   cols,	
  2002).	
  Esto	
   concuerda	
  con	
   los	
   resultados	
  del	
  

presente	
   estudio	
   donde	
   la	
   tasa	
   estimada	
   para	
   ambos	
   conjuntos	
   de	
   datos	
   (descriptos	
  

previamente)	
   está	
   en	
   el	
   entorno	
   de	
   5	
   x	
   10-­‐3	
   sust./sitio/año.	
   Esta	
   tasa	
   evolutiva	
   se	
  

relaciona	
   con	
   lo	
   que	
   se	
   aprecia	
   a	
   nivel	
   epidemiológico	
   en	
   la	
  mayor	
   frecuencia	
   en	
   la	
  

reformulación	
  de	
  la	
  vacuna	
  para	
  el	
  subtipo	
  H3N2.	
  

Cabe	
  mencionar	
  que	
  la	
  diferencia	
  observada	
  en	
  las	
  tasas	
  evolutivas	
  correspondiente	
  a	
  

los	
   set	
   de	
   datos	
   1	
   y	
   2	
   podría	
   deberse	
   a	
   la	
   diferencia	
   en	
   longitud	
   de	
   las	
   secuencias	
  

analizadas.	
   Asimismo,	
   la	
   variación	
   encontrada	
   entre	
   las	
   tasas	
   evolutivas	
   para	
   ambos	
  

data	
  set	
  podría	
  también	
  deberse	
  a	
  que	
  la	
  región	
  que	
  abarca	
  los	
  971pb	
  del	
  Dataset	
  2	
  sea	
  

mucho	
   más	
   variable	
   a	
   lo	
   largo	
   del	
   tiempo	
   en	
   comparación	
   a	
   la	
   secuencia	
   completa	
  

(Dataset	
   1),	
   presentando	
   tasas	
   evolutivas	
   mayores	
   que	
   el	
   resto	
   de	
   la	
   secuencia.	
   Se	
  

determinó	
   que	
   el	
   subtipo	
  H3N2	
   de	
   VIA	
   sigue	
   un	
  modelo	
   de	
   crecimiento	
   poblacional	
  

constante	
  para	
  ambos	
  datasets	
  analizados.	
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Los	
  cambios	
  en	
  el	
  sitio	
  3	
  del	
  codón	
  suelen	
  darse	
  con	
  mayor	
  frecuencia	
  que	
  en	
  los	
  sitios	
  

1	
  y	
  2	
  ya	
  que	
  raramente	
  resulta	
  en	
  un	
  cambio	
  aminoácidico	
  (solo	
  el	
  30%	
  de	
  los	
  posibles	
  

cambios).	
  Asimismo,	
  si	
  un	
  cambio	
  ocurre	
  en	
  el	
  sitio	
  1	
  del	
  codón,	
  la	
  mayoría	
  de	
  las	
  veces	
  

(96%)	
  resulta	
  en	
  un	
  cambio	
  aminoacídico.	
  Sin	
  embargo,	
  las	
  sustituciones	
  que	
  ocurren	
  

en	
  el	
  sitio	
  2	
  resultan	
  en	
  un	
  cambio	
  aminoacídico	
  en	
  la	
  totalidad	
  de	
  los	
  casos,	
  por	
  lo	
  que	
  

estos	
   cambios	
   son	
   menos	
   frecuentes	
   (Lamey	
   y	
   cols,	
   2009).	
   Esto	
   concuerda	
   con	
   los	
  

resultados	
   de	
   este	
   estudio	
   en	
   donde	
   las	
   frecuencias	
   de	
   cambios	
   para	
   las	
   diferentes	
  

posiciones	
   del	
   codón	
   son	
   las	
   que	
   siguen:	
   52,2%	
  para	
   la	
   posición	
   tres	
   (CP3),	
   20,63%	
  

para	
   la	
  posición	
  2	
   (CP2)	
  y	
  27,23%	
  para	
   la	
  posición	
  1	
   (CP1).	
  Conceptualmente	
  quiere	
  

decir	
  que	
  cambios	
  en	
  la	
  posición	
  dos	
  son	
  menos	
  frecuentes	
  (en	
  nuestro	
  caso	
  20,63%)	
  

dado	
  que	
  una	
  simple	
  sustitución	
  deriva	
  siempre	
  en	
  un	
  cambio	
  aminoacídico.	
  Cambios	
  

en	
  la	
  posición	
  uno	
  del	
  codón	
  son	
  poco	
  frecuentes	
  (27,23%	
  en	
  nuestro	
  estudio)	
  ya	
  que	
  

la	
  mayoría	
  de	
  las	
  veces	
  resulta	
  en	
  un	
  cambio	
  aminoacídico.	
  Cambios	
  en	
  la	
  posición	
  tres	
  

del	
   codón	
   son	
   los	
   más	
   frecuentes	
   (52,2%)	
   dado	
   que	
   raramente	
   ocurren	
   cambios	
  

aminoacídicos,	
  (Ver	
  Figura	
  19).	
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7.	
  Conclusiones	
  
	
  

1)	
  Se	
  realizó	
  la	
  puesta	
  a	
  punto	
  de	
  las	
  PCR	
  correspondientes	
  a	
  la	
  amplificación	
  de	
  los	
  genes	
  HA	
  y	
  

NA	
  de	
  VIA	
  H3N2.	
  

	
  

2)	
  Mediante	
   análisis	
   filogenéticos	
   se	
   pudieron	
   caracterizar	
   6	
   de	
   las	
   10	
  muestras	
   estudiadas,	
  

siendo	
  estas	
  VIA	
  H3N2.	
  

	
  

3)	
  Los	
  estudios	
  filogenéticos	
  muestran	
  que	
  la	
  cepa	
  incluida	
  en	
  la	
  vacuna	
  para	
  el	
  hemisferio	
  sur	
  

por	
   la	
  OMS	
  para	
   los	
   años	
   2011-­‐2012	
  presenta	
   diferencias	
   filogenéticas	
   significativas	
   con	
   las	
  

cepas	
  circulantes	
  en	
  nuestro	
  país	
  para	
  estos	
  mismos	
  años	
  a	
  nivel	
  nucleotídico.	
  Estos	
  estudios	
  

demuestran	
  ampliamente	
  la	
  necesidad	
  de	
  monitorear	
  la	
  variabilidad	
  genética	
  de	
  las	
  cepas	
  que	
  

circulan	
   en	
   nuestro	
   país	
   y	
   la	
   región	
   Sudamericana	
   de	
   forma	
   de	
   obtener	
   vacunas	
   más	
  

relacionadas	
  y	
  por	
  lo	
  tanto	
  más	
  efectivas.	
  

	
  

4)	
  En	
  lo	
  que	
  refiere	
  a	
  la	
  resistencia	
  a	
  antivirales,	
  se	
  pudo	
  comprobar	
  que	
  las	
  cepas	
  uruguayas	
  

analizadas	
   en	
   este	
   estudio	
   presentan	
   los	
   polimorfismos	
   característicos	
   en	
   la	
  HA	
   asociados	
   a	
  

resistencia	
  a	
  inhibidores	
  del	
  canal	
  iónico.	
  

	
  

5)	
   Por	
   otra	
   parte	
   se	
   observó	
   que	
   las	
   cepas	
   estudiadas	
   eran	
   sensibles	
   a	
   los	
   inhibidores	
   de	
  

neuraminidasas.	
  

	
  

6)	
  Se	
  estimó	
  un	
  tamaño	
  poblacional	
  constante	
  para	
  H3N2	
  a	
  lo	
  largo	
  de	
  los	
  años	
  analizados.	
  La	
  

tasa	
  evolutiva	
  estimada	
  esta	
  en	
  el	
  entorno	
  de	
  5x10-­‐3	
  sust./sitio/año.	
  Esta	
  tasa	
  es	
  superior	
  a	
  la	
  

estimada	
   para	
   otras	
   variantes	
   tanto	
   de	
   VIA	
  H1N1	
   como	
   de	
   VIB,	
   lo	
   que	
   concuerda	
   con	
   otros	
  

reportes.	
   Esto	
   nos	
   ayuda	
   a	
   interpretar	
   la	
   epidemiología	
   de	
   este	
   virus	
   en	
   cuanto	
   a	
   la	
  mayor	
  

tendencia	
   a	
   reformular	
   el	
   componente	
   H3N2	
   de	
   la	
   vacuna	
   con	
   respecto	
   a	
   las	
   otras	
   cepas	
  

incluidas	
  en	
  la	
  misma.	
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8.	
  Perspectivas	
  

	
  
Como	
  perspectiva	
  del	
  presente	
  trabajo	
  tenemos	
  la	
  de	
  continuar	
  con	
  el	
  estudio	
  de	
  VIA,	
  

analizando	
   las	
   poblaciones	
   virales	
   dentro	
   de	
   los	
   diferentes	
   reservorios	
   mediante	
  

estudios	
  bioinformáticos	
  y	
  de	
  laboratorio,	
  de	
  forma	
  de	
  conocer	
  más	
  en	
  profundidad	
  el	
  

modo	
  y	
  las	
  tasas	
  de	
  evolución	
  de	
  estos	
  virus.	
  Asimismo	
  nos	
  planteamos	
  la	
  realización	
  

de	
   estudios	
   estructurales	
   de	
   las	
   proteínas	
   que	
   conforman	
   los	
   principales	
   blancos	
  

antigénicos	
   a	
   fin	
   de	
   poder	
   contribuir	
   al	
   conocimiento	
   para	
   el	
   diseño	
   de	
   drogas	
  

antivirales.	
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