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Resumen

01 Resumen

La infeccién causada por el virus influenza A provoca una enfermedad aguda vy
recurrente con graves consecuencias sobre la salud publica mundial, causando 250 a
500 mil muertes al afo. En humanos estos virus presentan dos patrones
epidemioldgicos: como epidemias estacionales u ocasionales pandemias. Al igual que
la mayoria de los virus cuyo genoma esta compuesto por RNA, estos virus presentan
elevadas tasas de mutacion y por lo tanto circulan como complejas poblaciones
constituidas por multiples variantes, denominadas cuasiespecies. En abril del afio 2009
un nuevo virus Influenza A HIN1 gand lugar en la poblacién humana, iniciando la
primera pandemia del siglo XXI. El fin de la pandemia tuvo lugar en agosto del afio
2010 y desde entonces, el virus Influenza A HIN1 pandémico (H1IN1pdm), ha circulado
como un virus estacional junto los virus de Influenza A/H3N2 y dos linajes virus
Influenza B, causando epidemias anuales durante los meses de invierno.

La mayor parte de la morbi-mortalidad causada por los virus de la influenza A puede
ser evitada por la vacunacidn anual; sin embargo, dicha medida no esta asociada a una
completa proteccion, en parte debido a la continua evolucion de la estructura
antigénica del virus. La frecuente generacién de nuevas variantes antigénicas ha
determinado que la vigilancia sea un objetivo de salud publica prioritario a escala
mundial. Por otro lado, los antivirales juegan un rol importante en la profilaxis y el
tratamiento de ésta enfermedad. Dado que los virus pandémicos son naturalmente
resistentes a los Adamantanos, los Inhibidores de Neuraminidasa (NAls) se han
convertido en la principal clase de droga utilizada en los ultimos afios. En
consecuencia, el aumento en el uso de esta droga ha llevado a la selecciéon de
mutantes resistentes, con una prevalencia actual del 1-2% en diferentes paises.

Por lo mencionado, el principal objetivo de esta tesis es realizar una caracterizacion
molecular de los virus Influenza A HIN1pdm que circularon en nuestra region
geografica, entre los afios 2009 y 2013, de forma de detectar: mutaciones
involucradas en el aumento de la virulencia, resistencia a drogas antivirales, asi como
también nuevas variantes antigénicas.

Mediante distintos abordajes filogenéticos utilizando el segmento génico HA y NA, se
pudo identificar los grupos filogenéticos circulantes en Uruguay y la regién
sudamericana, asi como el aumento en la distancia genética entre las cepas circulantes
y la cepa vacunal recomendada para el hemisferio sur. Identificamos ademas, un
aumento en las sustituciones localizadas en sitios antigénicos en ambas proteinas
desde el afio 2009 al 2013 y una disminucidn en la eficacia tedrica de la vacuna.

A pesar del aumento en la frecuencia de cepas resistentes en paises de la regioén, no
detectamos a nivel de secuencia consenso mutaciones relacionadas a resistencia en las
cepas uruguayas. Sin embargo, la secuenciacidon masiva de estas cepas permitid
detectar variantes minoritarias con diferentes sustituciones relacionadas a resistencia
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a los NAls, asi como también la emergencia de variantes en altas frecuencias en el afio
2013. La secuenciaciéon masiva aporté informacion relevante en relacién a la dinamica
poblacional en los diferentes virus en los diferentes afios de estudio.

Estos resultados contribuyen al entendimiento en lo que respecta a la evolucién
genética y antigénica de las poblaciones virales circulantes en Uruguay y la regién
sudamericana, siendo este tipo de estudios esencial para la planificacion de nuevas
respuestas efectivas para el control de esta enfermedad, asi como también para el
disefo de nuevas vacunas para el hemisferio sur y terapias antivirales.

Finalmente, decidi cambiar mi enfoque evolutivo a un modelo in vivo para realizar un
primer abordaje al estudio de cuasiespecies aisladas de infecciones in vivo, de forma
de estudiar la dindmica de variantes minoritarias en la compartimentalizacion durante
el transcurso de una infeccién.
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02 Lista de abreviaturas

°C: Grados Celsius

ug: Microgramo

uL: Microlitro

KM: Micromolar

A: Angstrom

ADAR: Adenosina deaminasa RNA dependiente

Cap: Nucledtido modificado de guaniana (7 metil-guanosina)
CDC: Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades
cDNA: DNA copia

CO,: Didxido de carbono

CVB3: Virus Coxsakie B3

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

DNA: Acido Desoxirribonucleico

dNTPs: Desoxinucledtidos-5"trifosfato

DTT: Dithiothreitol

D.P.I: Dias post infeccion

E.coli: Escherichia coli

EDTA: Acido etilenaminotetra acético

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

ETI: Enfermedad tipo Influenza

G: Gavage (infeccidn oral)

GISRS: Sistema de respuesta y vigilancia global de Influenza
HA: Hemaglutinina

H.P.I: Horas post infeccion

Hs: Horas

INF: Interferén

IP: Intraperitoneal

IRA: Insuficiencia respiratoria aguda

IRAG: Insuficiencia respiratoria aguda grave

Kb: Kilo bases

Lista de abreviaturas
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M: Molar

MZ1: Proteina de Matriz

M2: Proteina Canal Iénico

Mf: Millifaradio

MgCl,: Cloruro de Magnesio Il

ml: Mililitros

mM: Milimolar

MOI: Multiplicidad de infeccidn

NA: Neuraminidasa

NAC: Neumonia aguda comunitaria

NaHCO;: Bicarbonato de sodio

NAI: Inhibidor de NA

NaOH: Hidréxido de Sodio

NCBI: Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica
NEP/NS2: Proteina de exportacion nuclear o proteina no estructural 2
NeuAc: Acido N-Acetylneuraminico (acido sialico)
ng: Nanogramos

NGS: Next-generation sequencing

nm: Nandmetros

NP: Nucleoproteina

NS1: Proteina no estructural 1

NS2: Proteina no estructural 2

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ORF: Marco abierto de lectura

PO: Progenie cero

P1: progenie uno

PA: Polimerasa acida

Pb: Pares de bases

PB1: Polimerasa basica 1

PB2: Polimerasa basica 2

PCR: Reaccidn en cadena de la Polimerasa
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pdm: Pandémico

PFU: Unidades formadoras de placa

p.i: Post infeccidn

PM: Peso molecular

PV: Virus de la poliomelitis

qRT-PCR: RT-PCR cuantitativa

RNA: Acido Ribonucleico

RNACc: Copia complementaria de los RNAv
RNAm: RNA mensajero

RNAsas: Ribonucleasas

RNAv: RNA viral

RNPv: Ribonucleoproteinas virales

rpm: Revoluciones por minuto

RpRd: RNA polimerasa RNA dependiente
RT-PCR: Retrotranscripcién y PCR

S/D: Sin dato

S/P: Estreptomicina/Penicilina

SFB: Suero fetal bovino

TAE: Buffer Tris-Acetato-EDTA

TCID50: Titulacion por dosis de infeccion 50%
Tm: Temperatura de melting

U: Unidad enzimatica

UV: Ultra-Violeta

V: Voltios

VFA: Virus de li fiebre aftosa

VIA: Virus Influenza A

VIB: Virus Influenza B

VIC: Virus Influenza C

VSV: Virus de la estomatitis vesicular

ViVan: Viral Variance Analysis
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Introduccion

1.1 Bases moleculares de la variabilidad genética de virus RNA

Los virus cuyo genoma esta constituido por RNA son los mas abundantes y exitosos del
planeta. Estos son capaces de infectar tanto hospederos procariotas (bacterias y
arqueas) como eucariotas, constituyendo mas del 70% de los patdégenos que infectan
organismos superiores. Esto es debido, en gran medida, a que los virus RNA explotan
todos los mecanismos de variabilidad genética que incluyen tanto la mutacidn, la
recombinacion como el reordenamiento génico [1]. Asimismo, la mutacién puntual
representa la principal fuente de variabilidad genética, en la cual la seleccién natural,
la deriva y el flujo génico jugardn su rol modelando la estructura poblacional. Las
mutaciones ocurren de forma aleatoria en cada ciclo de replicacién y son de particular
importancia en los virus RNA [2]. Este importante mecanismo conlleva numerosas
implicancias bioldgicas, por lo que es considerado como el principal fendmeno de
generacion de variabilidad en el cual se centra esta tesis.

Por otro lado, la recombinacidn genética consiste en la formacidn de una nueva
combinacidon de material genético a partir de dos parentales diferentes o entre
distintos sitios del mismo genoma. A pesar de que inicialmente se creia que los virus
RNA experimentaban una limitada tasa de recombinacién, ambos abordajes tanto
experimentales como in silico han revelado no sélo que la recombinacién ocurre en
numerosos grupos de virus RNA, sino que ademas la misma se presenta con mayor
frecuencia de la esperada. Dentro de los diferentes mecanismos de recombinacién, el
mds comunmente observado en virus RNA es el denominado copy-choice o
intercambio de molde. Este requiere cierta homologia entre las secuencias a
recombinar, y a su vez, ocurre durante la etapa de replicacién [3]. La recombinacién es
una importante fuente de variabilidad genética, especialmente en virus RNA de
polaridad positiva [4]. Su valor evolutivo se asocia a dos propiedades: (i) provee a los
virus RNA de un mecanismo para contrarrestar la desventaja asociada a las altas tasas
de mutacion [5] y (ii) permite explorar nuevas combinaciones genéticas procedentes
de virus parentales de origen distinto [6]. A diferencia de los virus RNA de polaridad
positiva (Picornaviridae y Coranoviridae), donde la recombinacion ocurre a una alta
frecuencia, hasta ahora no se ha podido medir la frecuencia de recombinacidn para los
virus Influenza. Sin embargo, se han encontrado ejemplos naturales de recombinacion
de RNA cuando en el sitio de clivaje de HA1/HA2 de la Hemaglutinina se encontrd una
insercion de nucledtidos derivada del RNA ribosomal 28S del hospedero o nucledtidos
derivados del gen NP [7].

Finalmente, el reordenamiento génico ocurre Unicamente en virus con genomas
segmentados siendo una alternativa adicional de variacion genética y fenotipica dada
por la combinacidon de segmentos génicos. Este tipo de eventos son mecanismos
importantes para la produccién de nuevos genomas con ventajas selectivas [8]. Los
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Introduccion
—————————————————————————————————————————————————]

virus Influenza pueden formar reordenantes in vivo Unicamente entre miembros del
mismo tipo, siendo este mecanismo el verdadero causante de la aparicion de los
diferentes subtipos virales y de las pandemias a lo largo de la historia. Tanto la
recombinacién como el reordenamiento requieren de la co-infeccidn de la célula por
dos o mas virus [9].

1.1.1 Mutacidn y tasas de mutacion

Las mutaciones genéticas hacen referencia a todos aquellos cambios heredables que
alteran o modifican la secuencia nucleotidica de un organismo. Las mutaciones
puntuales o sustituciones son el tipo de mutacién mas simple ya que implican el
cambio de un Unico nucledtido. Hay dos tipos de sustituciones, las transiciones que
implican el cambio de una purina (adenina/guanina) por otra purina y de una
pirimidina (citosina/timina) por otra pirimidina, y las transversiones que son cambios
de purina por una pirimidina y viceversa, ver figura 1.

Purinas
Transiciones

> G

> >
A

—

-

Transversiones
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0<€
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—€

Transiciones
Pirimidinas
Figura 1. Diagrama representativo de los diferentes tipos de sustituciones. Transversiones vs

transiciones. Las A (Adenina) y G (Guanina) son purinas, mientras que las letras C (Citosina) y T (Timina)
son pirimidinas.

Dos parametros que nos ayudan a comprender el impacto de la mutacién sobre la
evolucidn viral son las tasas de mutacion y de sustitucién nucleotidica. Las tasas de
mutacion, definidas como el “nimero de cambios genéticos (mutaciones puntuales o
sustituciones, inserciones, deleciones) incorporadas por ronda de replicacién nos dan
una idea de la predisposicion de un organismo a evolucionar. Una vez generada la
modificacidn genética, sobre ella actuaran las fuerzas evolutivas, como la seleccion
natural y la deriva genética, para definir cuales de estas mutaciones se fijaran y cueles
no. Aquellos cambios que se fijen seran considerados para definir las tasas de
sustitucion nucleotidica (nimero de mutaciones que se fijan por sitio por unidad de
tiempo, en general afios) [2]. Por tanto, las tasas de sustitucién nos dardn la idea de
gue tan rapido puede un organismo evolucionar.

Las tasas de mutacion de los virus varian en el orden de 10 a 10 mutaciones por sitio
por ronda de replicacion. Para los virus RNA las tasas de mutacion estan en el orden de
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107 a 10°, mientras gue para los virus DNA las tasas se ubican en el orden de 108, al
igual que en el caso de bacterias y eucariotas inferiores [2], ver figura 2. Dado que los
genomas de virus RNA tienen un tamaio de entre 3kb y 32kb, se espera que ocurran
entre 0,1 y 1 mutaciones por genoma por ronda de replicacién [10].

Varios factores determinan e influyen en los valores de las tasas de mutacién. Estos
pueden ser clasificados en factores propios del virus (actividad de la RNA polimerasas,
tamafio y polaridad del genoma, modo de replicacidn), factores intrinsecos del
hospedero (patrones de expresion génica) o factores ambientales (mutagenos) [11].

Dentro de los factores virales, uno de los mds importantes es la arquitectura genémica.
La naturaleza gendmica, DNA o RNA, determinard qué tipo de polimerasa se empleara
para la replicacion. Asi, los virus RNA utilizan RNA polimerasas dependientes de RNA
(RdRp), que carecen de actividad correctora de errores. Estas enzimas carecen de
actividad correctora de errores 3’exonucleasa influyendo sobre la fidelidad de copia 'y
el nimero de errores introducidos en cada ciclo de replicacién [12-15]. Dentro del
gran grupo que constituyen los virus RNA, solamente se ha descripto hasta la fecha la
presencia de la actividad 3’exonucleasa en la familia Coronaviridae [16]. Este
mecanismo puede explicarse dado que los genomas de estos virus son los de mayor
tamafio dentro de todo el universo conocido de virus con genomas de RNA. Los
retrovirus emplean polimerasas que presentan fidelidad intermedia, y los virus DNA
emplean polimerasas propias o celulares que presentan actividad correctora de
errores, incorporando menos errores por ciclo de replicacion.

Ademas, el tamafio y el caracter mono hebra (ss) o doble hebra (ds) del genoma viral,
son determinantes. Los virus RNA y los virus DNAss presentan tasas de mutacién mas
elevadas. Se ha postulado que existe una correlacidn negativa entre el tamafio del
genoma y la ocurrencia de mutaciones, es decir, los virus con genoma mas pequeios
tienden a acumular mayor niumero de mutaciones en tiempos mas cortos. Por lo tanto,
dada una misma tasa de mutacion, los genomas de menor tamaiio sufririan mas rapido
mutagénesis letal que los virus con un genoma mayor. Esto es, acumularian una
cantidad de mutaciones que al pasar cierto umbral, llevarian a la extincién del virus,
siendo este umbral menor para virus con tamafio de genoma menor.

Por otro lado, la polaridad del genoma podria influir de manera directa sobre la tasa de
mutaciones. En el caso de los virus de polaridad positiva, el RNA gendmico se
encuentra desnudo y tiende a formar estructuras secundarias que pueden causar la
pausa de la polimerasa favoreciendo la insercién o deleciéon de nucledtidos. De esta
forma se pueden generar cambios en el marco de lectura. Por el contrario, los virus de
polaridad negativa estan protegidos por nucleoproteinas, disminuyendo asi la
posibilidad de dafo [2].

El modo de replicacion viral es el otro factor intrinseco a considerar. Durante la
replicacidon se sintetizan RNA intermediarios (antigenomas) que se emplean como
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molde para la produccién de nuevos genomas. Se ha postulado que el nimero de
genomas que se utilizan para la produccién de antigenomas influye en la tasa de
mutacion. La forma en que se acumulan las mutaciones —lineal o geométrica- esta
determinada por el mecanismo de replicacion utilizado: “sellado”(stamping machine)
cuando la particula viral que inicid la infeccion darad lugar a toda la progenie, y
“replicacion gendmica geométrica” cuando los genomas de la progenie se convierten
en molde para una siguiente ronda de replicacién [17]. La velocidad de replicaciéon
(estrechamente relacionada al modo de replicacion empleado) sera también
determinante en la introduccidn de errores, ya que a mayor velocidad aumenta la tasa
de mutacién [18].

Con respecto a los factores propios del hospedero, las tasas de error pueden depender
del hospederoque aloja al virus. La polimerasa del virus del mosaico de pepino (CMV)
exhibe diferencias en su fidelidad entre plantas de morrén y de tabaco [19].

La expresidén de distintos genes celulares también puede afectar las tasas de error
virales,en especial la expresién de genes de familias de enzimas oxidativas, metilasas o
deaminasas que pueden introducir nuevos errores. Por ejemplo, las APOBEC3 citidina
deaminasas provocanhipermutacion [20], y la adenosina deaminasa RNA dependiente
(ADAR) también provoca hipermutacion en varios virus RNA como los rhabdovirus
[21].

Finalmente, los factores ambientales que afectan las tasas de error en virus estan
vinculados al metabolismo celular. Por ejemplo, las especies reactivas del oxigeno
(ROS) derivadas del etanol pueden dafar el RNA de virus como el de la hepatitis C,
mientras que otras moléculas como el glutatién o agentes quelantes generan el efecto
contrario [22].

Centrandonos ahora en las tasas de sustitucién nucleotidica, encontramos que para
virus con genoma RNA se han registrado valores de tasas de sustitucion del orden de
102 a 10 sustituciones nucleotidicas por sitio por afio. En el caso de los virus Influenza
A evolucionan rapidamente con una alta tasa de sustitucion que va desde 1x 103 a
8x107 sustituciones por sitio por aifo [23]. Las tasas de sustitucidn nucleotidica se ven
influenciadas evidentemente por las tasas de error subyacentes, pero existen otros
factores que las afectan. Los factores virales abarcan los tiempos de generacién, los
tamafios poblacionales y el fitness viral [2]. En términos generales, se ha observado
gue a tiempos generacionales menores, mayores son las tasas de sustitucion
nucleotidica. La forma de transmisidn del virus también puede ser importante, ya que
se ha observado en muchos casos que una transmisidn directa genera tasas elevadas,
mientras que la transmisidn a través de vectores provoca tasas de sustitucion
nucleotidica mas bajas [2].
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Figura 2. Tasas de mutacion en distintos tipos virales. Tasas de mutacidon espontaneas en virus con
distinta organizacion gendmica ajustada por la tasa de replicacion. Tomado de de Duffy et al, 2008.

Las altas tasas de error de los virus RNA, sus cortos tiempos de replicacién y los altos
tamafios poblacionales, junto con la accidon de la seleccién natural, componen un
sistema darwiniano extremo, en el que la velocidad con la que se generan nuevas
variantes supera la velocidad a la que estas se fijan. Esta dindmica de mutacién-
seleccion rapida en virus RNA conlleva necesariamente a la coexistencia de multiples
variantes en una poblacién, que constituye un conjunto de individuos muy
relacionados entre si, pero no idénticos. A esta estructura poblacional se la conoce
como cuasiespecies virales [24-26].

1.1.2 Estructura poblacional-Cuasiespecies.

La existencia de una estructura poblacional en forma de cuasiespecies supuso la
confirmacién experimental de la teoria previamente desarrollada por Manfred Eigen y
Peter Schuster sobre el origen de la vida y evoluciéon molecular de replicones
primitivos, donde postulaban que a partir de una copia maestra de una molécula se
producian distintos mutantes con distintas probabilidades en cada ciclo de replicacidn.
Dicha teoria define las cuasiespecies como una distribucién estacionaria de mutantes
organizadas en torno a una secuencia maestra dominante, estableciendo la existencia
de un umbral de error como condicion necesaria para la conservacion de la
informacidn genética en sistemas replicativos con altas tasas de mutacion [27-29].

Las primeras demostraciones de la organizacién en cuasiespecies de virus RNA fueron
la del fago Qp, la del virus de la fiebre aftosa (VFA) [24] y la del virus de la estomatitis
vesicular (VSV) [30]. Actualmente la teoria de cuasiespecies analiza las consecuencias
de la replicacion propensa a error de los virus RNA y su importancia en la evolucion del
genoma viral [31]. Hasta el momento, los virus RNA examinados a nivel poblacional
muestran un complejo espectro de mutantes y evolucionan tal como predice la
dinamica de cuasiespecies [32].

La organizacidn genética de las poblaciones se representa utilizando el concepto de
espacio de secuencia, una representacion grafica, donde la distancia fisica refleja
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distancia genética. Dado un genoma viral que experimenta un ciclo de replicacién, se
generara una gran progenie que difiere en su posicion. Conforme aumentan los ciclos
de replicacion van generando una distribucién de mutantes mdas compleja, estando las
variantes de la poblacién mds alejadas en el espacio de secuencia, ver figura 3.

7/ x X : el n Replication
' Cycle
Quasispecies “Cloud”
L
r | o
@ 2nd Replication
7% Cycle
& ’
&> -
m ¢ 4 Genome variants with .,,_ 1st Replication
point mutations . . Cycle
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Figura 3. Representacion esquematica de la generacion de variantes genéticas a partir de un unico
genoma. Los circulos concéntricos representan distintos ciclos de replicacion, mientras que las
distancias genéticas entre dos variantes se representan por lineas proporcionales a la divergencia.
Adaptado de Echeverria et al. 2015.
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El paisaje adaptativo o fitness landscape es un concepto que representa como
diferentes genotipos se ubican en el espacio de secuencia y permite visualizar como
dicha localizacion corresponde a un fenotipo (en virologia fitness), siendo el valor de
fitness de un virus su grado de adaptacién al entorno [31, 33-35]. Como se observa en
la figura 4 en el fitness landscape, el nivel basal esta representado por todas las
variantes del espacio de secuencia y la altura en cada regidn presenta el fitness de
cada variante en particular El ambiente (hospedero) y, las presiones selectivas
determinan los limites de este paisaje correspondiente a cada genotipo, y la
adaptacion a ciertos ambientes involucra un movimiento en el espacio de secuencia
(mutacion) [31, 36, 37].

Sequence Space

Figura 4. Representacion del fitness landscape de un virus RNA. El espacio de secuencia, en el eje
horizontal, corresponde a todos los genotipos que pueden encontrarse en la poblacidon. En el eje vertical
se representa el fithess de cada uno de los genotipos. El diagrama 1 corresponde a un genotipo con
poca diversidad genética con un fitness elevado, mientras que en el diagrama 2, se representa una
poblacién con mayor diversidad, ocupando una regidn mayor en el espacio de secuencia pero con
menor fitness. Extraido de Lauring et al, 2010.

La estructura de una poblacién replicdndose en un ambiente establecido se caracteriza
por un pico dentro del fitness landscape, que representa a la secuencia consenso
rodeada por variantes de baja frecuencia. Las secuencias consenso representan la
composicion promedio del nucleétidos mas comun en cada posicién del genoma y que
puede no existir como tal dentro de la poblacion que definen. El aumento o
disminucion en la frecuencia de ciertas variantes, genera una nueva distribucién en el
espectro de mutantes. Este hecho puede generar o no una nueva secuencia consenso
[32]. Por lo tanto, las secuencias consenso representan las posiciones nucleotidicas
predominantes en cada posicion del genoma. Esta secuencia puede existir o no como
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tal dentro de la poblacion y puede modificarse por eventos estocdsticos (deriva génica)
o selectivos a nivel poblacional. Sin embargo, una secuencia consenso invariable no
implica la ausencia de mutaciones en la poblacion [32], ya que ésta no es informativa
sobre la nube de variantes subyacente [37]

La generacidon continua de variantes constituye un mecanismo evolutivo que
proporciona a los virus la capacidad de subsistir en un medio continuamente
cambiante o frente a presiones selectivas, como por ejemplo la evasidn de la respuesta
inmune, modificacion del tropismo celular, incremento del fitness en ciertos tipos
celulares, evasién de agentes antivirales, entre otros [35, 38].

La importancia del espectro de mutantes fue demostrada en un estudio con mutantes
del virus de la poliomielitis (PV). Esta investigacion aportd evidencia directa sobre
como la diversidad de la poblacion de cuasiespecies define cambios en la
patogenicidad viral y que la colonizacidn exitosa de un ecosistema (tejido/Hospedero)
ocurre por la cooperacion de variantes del espacio de secuencia (complementacion),
siendo todo el espectro de mutantes el objeto de selecciéon, y no las variantes
individuales [39].

Finalmente estos resultados establecen una relacion directa entre la tasa de mutacion,
la complejidad del espectro de mutantes y la patogenia viral in vivo.

El virus de la Influenza es un excelente modelo para estudiar estos procesos entre
especies no relacionadas, ya que como se menciond anteriormente involucra una gran
cantidad de especies. La poblacidn inicial debe generar al menos un mutante que sea
capaz de interactuar con el nuevo hospedero. Una vez que éste alcance el nuevo
hospedero deben ocurrir cambios adaptativos como el uso de nuevos receptores
celulares. Finalmente, y tal vez lo mas dificultoso, es lograr que el virus sea capaz de
evolucionar y transmitirse entre los miembros de la nueva especie una vez que el salto
inter-especifico haya ocurrido.

1.1.3 Compartimentalizacidon de cuasiespecies tejido-especifica

La diversidad y organizacion de las variantes dentro de la cuasiespecie puede
estudiarse a nivel de un hospedero y/o a nivel intra-hospedero, seleccionando
distintos tejidos de un mismo hospedero. El término compartimentalizacion tejido-
especifica fue originado a través de estudios realizados con el virus de la hepatitis C.
Navas y colaboradores mostraron la existencia de subpoblaciones con distinta
composicidon genética en células de sangre periférica, higado y linfocitos [40]. Los
diferentes patrones de compartimentalizacidn pueden explicarse por diferencias en la
susceptibilidad genética del hospedero, presencia de barreras anatdmicas y tasas de
replicacion viral y mutaciones diferenciales. La compartimentalizacion puede
involucrar eventos de deriva génica y efectos fundadores y/o ser consecuencia de
presiones selectivas. Una subpoblacion puede presentar un fitness elevado en un
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tejido y una disminucion del mismo en otro tejido. La diversidad poblacional y la
compartimentalizacién estdn intimamente relacionadas ya que la cooperacién de
variantes genéticamente diversas puede favorecer a la colonizacidn de nuevos tejidos
[39, 40].

1.1.4 Metodologias utilizadas para el estudio de cuasiespecies

Si bien el método de secuenciacién de Sanger es muy utilizado para estudios de
identificacion viral y analisis filogenéticos, el mismo presenta poca resolucidon para
estudios poblacionales ya que se basa en una Unica lectura de la secuencia y es capaz
de detectar variantes para cada posicién nucleotidica Unicamente si estan presentes
en elevadas frecuencias (30- 40%). Por lo tanto, las secuencias consenso identifican las
posiciones nucleotidicas predominantes dentro de una poblaciéon, pero no son
completamente informativas sobre la nube de variantes subyacente [37]. Por
consiguiente, el método de secuenciacion de Sanger no permite determinar las
secuencias nucleotidicas de una molécula de RNA gendmico, sino de una multitud de
genomas que definen la secuencia consenso [41].

Con el fin de aumentar la sensibilidad en la caracterizacién de poblaciones virales, en
una primera instancia se empled la clonacién de productos de PCR y posterior
secuenciacion de Sanger. La secuenciacion de clones individuales permite analizar con
mayor resolucidn la heterogeneidad poblacional, ya que cada clon representa a una
Unica variante genética [42]. Ademads la utilizacidon de enzimas de alta fidelidad, las
cuales presentan una fidelidad de copia dos érdenes de magnitud mayor que las tag
polimerasas convencionales disminuyen los errores de la reaccién de PCR, que podrian
ser interpretados como cambios nucleotidicos en las variantes de la poblacién [42, 43].

El advenimiento de los ultimos afios de plataformas de secuenciacion de Ultima
generaciéon (NGS, del inglés next generation sequencing), como Roche's GS FLX y
lllumina's Genome Analyzer, han permitido la detecciéon con gran profundidad de
variantes minoritarias dentro de una muestra y ademdas han permitido grandes
avances en el analisis de la diversidad a nivel poblacional. Las tecnologias basadas en
NGS proporcionan un altisimo rendimiento y gran cantidad de datos, generando miles
de reads (secuencias de aproximadamente 100 nts) para cada posicion secuenciada y
de este modo generando una cobertura ultra profunda de varias decenas de miles de
reads promedio por nucledtido analizado [42].
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1.2 Modelo de estudio: Virus de la Influenza

1.2.1 La enfermedad

En base a lo que establece la Organizacién Mundial de la Salud, la Influenza A o gripe
es una enfermedad viral altamente contagiosa que afecta las células del epitelio
respiratorio desde las vias aéreas superiores hasta los alveolos.

La enfermedad se caracteriza por la aparicidén subita de fiebre alta, dolores musculares,
cefalea, malestar general, tos seca, dolor de garganta y rinitis. La sintomatologia suele
aparecer 48 horas luego de efectuado el contagio. Generalmente el periodo de
incubacién es de uno a cuatro dias, pero esto depende de la carga viral y del estado
inmunolégico del hospedero, presentando altas concentraciones virales en las
secreciones respiratorias durante la fase inicial de la enfermedad [7]. Esta enfermedad
puede presentarse de forma leve o incluso de forma asintomatica, principalmente en
adultos jovenes saludables. Sin embargo, en algunos casos puede generar
complicaciones mds graves terminando en neumonias, e incluso puede llevar a la
muerte, particularmente en personas mayores de 65 afios, mujeres embarazadas,
ninos menores de 2 afios y personas con ciertas enfermedades crdnicas, metabdlicas o
inmunodeprimidos [44].

La recuperacién de los individuos infectados involucra tanto la respuesta inmune
humoral como celular. La respuesta humoral esta principalmente enfocada a las
glicoproteinas de superficie del virus, también definidos como los principales
determinantes antigénicos: la Hemaglutinina (HA) y la Neuraminidasa (NA). Los
anticuerpos neutralizantes principales son los anti-HA, los cuales se dirigen
principalmente a 5 regiones denominados epitopes de la HA. Sin embargo, la rapida
evolucidon y adquisicién de nuevos cambios a nivel aminoacidico llevan a una
disminucion en el efecto protector de estos anticuerpos. Los anticuerpos anti-NA se
producen en menor titulo y su efecto protector se basa en limitar la difusion del virus
al aparato respiratorio, blogueando la liberacién viral tras el ciclo replicativo. La
respuesta inmune celular juega un rol importante en la patogénesis viral, teniendo
como blanco de accién proteinas como la Nucleoproteina (NP) o la proteina de matriz
(M1), apareciendo a los dias 6 a 14 y desapareciendo al dia 21. Los virus de la Influenza
son sensibles a las propiedades antivirales del interferédn (INF), siendo éste detectado
durante la fase aguda de la infeccidén en las secreciones del tracto respiratorio [7].

24



Introduccion

1.2.2 Epidemiologia

A diferencia de los virus de Influenza B y C, los cuales estdn restringidos a humanos, los
virus de Influenza A poseen una ecologia mas compleja con un amplio rango de
hospedero que involucra diferentes especies aviares y mamiferas, siendo las aves
acuaticas su reservorio natural. En las aves acuaticas, el virus de la Influenza muestra
una minima evolucion generando infecciones asintomaticas. Sin embargo, una vez que
el virus se transmite a otras especies puede evolucionar rdpidamente y causar
epidemias y pandemias en aves de corral, mamiferos inferiores y humanos [45] . Entre
humanos, los virus de Influenza se transmiten por gotas de aerosoles liberadas al
toser, estornudar, hablar o exhalar. También es posible la transmisidon por vias
indirectas, esto es, por contacto con objetos contaminados.

Los virus de Influenza tienen una distribucidn mundial y causan epidemias de diferente
intensidad a lo largo del afio. La enfermedad alcanza su pico de mayor prevalencia en
regiones de clima templado durante los meses de invierno. Cada afio existen dos
temporadas de gripe ya que el hemisferio sur y el hemisferio norte alcanza esta
estacion en distinto momento, mientras que en las regiones tropicales la temporada
de gripe se desarrolla durante todo el ano. Los brotes anuales de Influenza afectan
entre el 5 y 15% de la poblacion mundial, resultando en 3 a 5 millones de casos
severos. Se ha estimado una tasa de mortalidad anual de 250.000 a 500.000 casos en
todo el mundo, siendo la principal causa de muerte respiratoria en humanos, y estas
cifras pueden incrementarse drasticamente en afios de pandemia [46].

Una de las caracteristicas mas relevantes de las epidemias provocadas por el virus de
la Influenza es su rapida aparicidn y diseminacion.

Ademas de la gran trascendencia en lo que respecta a salud publica debido a su gran
capacidad de diseminacion, alta morbilidad y repercusion sobre la mortalidad, esta
enfermedad genera un gran impacto socioeconémico. Este ultimo incluye costos
directos, relacionados al sistema sanitario, como gastos de medicamentos vy
hospitalizaciones, asi como costos indirectos relacionados a las consecuencias del
absentismo laboral o escolar y la reduccidon en el sistema productivo. Un estudio
reciente estima que en los Estados Unidos los costos directos anuales superan los 3
billones de délares y los indirectos rondan entre 10 y 15 billones de ddlares [44].
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1.2.3 Clasificacion y Nomenclatura

El agente etioldgico de esta enfermedad es el virus de la Influenza A, el cual forma
parte de la familia Orthomyxoviridae. Esta familia viral estd compuesta por tres
géneros de virus Influenza: virus Influenza A (VIA), virus de la Influenza B (VIB), virus de
la Influenza C (VIC) [7]. Los tres géneros de virus Influenza difieren en su rango de
hospedero asi como en su patogenicidad.

Los virus Influenza A son los mas importantes ya que es el responsable de epidemias
anuales y pandemias. Estos, a su vez, estan divididos en multiples subtipos como
resultado de la combinacidn de dos proteinas virales, Hemaglutinina (HA) vy
Neuraminidasa (NA). En la naturaleza se han reportado dieciocho genes que codifican
la proteina HA y once genes que codifican la proteina NA. Todos los subtipos de HA y
NA se han encontrado en aves acudticas, excepto los subtipos recientemente
descriptos H17N10 y H18N11, los cuales fueron recientemente descriptos en
murciélagos [47]. A lo largo de la historia solo tres subtipos de HA (H1, H2 y H3) y dos
de NA (N1 y N2) han sido capaces de causar pandemias en humanos (H1IN1, H2N2, and
H3N2). Sin embargo, han ocurrido transmisiones inter-especificas de virus aviares a
humanos involucrando distintas HA (H5, H6, H7, H9 y H10) sin lograr una buena
transmisiéon humano-humano [48, 49].

Los virus de Influenza se denominan a través de un acrénimo, en el que se incluye en
primer lugar el tipo de virus (A, B o C) y en el caso que no sea una cepa de origen
humano se debe de debe incluir su hospedero. Posteriormente se escribe el origen
geografico, el nimero asignado y el aiio de aislamiento. Finalmente y entre paréntesis
se indica el subtipo viral [7], ver figura 5.

‘ Tipo antigénico | | Ne de cepa |

A/California/7/2009 (H1N1)

/ AN

Lugar de Afio de
aislamiento aislamiento

Figura 5. Nomenclatura de los virus Influenza.
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1.2.4 Morfologia y Organizacion Molecular

Los virus Influenza son virus envueltos y pleiomodrficos de 80-120nm. Se caracterizan
por poseer un genoma de RNA simple hebra de polaridad negativa segmentado de
13.6 Kb. La envoltura viral consiste en una bicapa lipidica obtenida de la célula
hospedera en la cual estan insertas tres proteinas virales, la HA, la NA y una tercera
proteina, la proteina de canal idnico (M2).

La proteina HA es una glicoproteina integral de membrana tipo |, la cual se une al
receptor celular en la célula hospedera. La proteina NA es una glicoproteina integral de
membrana tipo Il con actividad sialidasa. La proteina M2 forma un canal iénico entre el
interior viral y el medio. Asimismo, la HA, NA y M2 poseen distinto grado de
agregacion. Mientras HA se encuentra formando homotrimeros, la proteina NA y M2
forma homotetrameros [50]. Por debajo de la envoltura se encuentra la proteina de
matriz (M1), la cual establece conexiones entre la envoltura viral y el core interno. El
genoma viral estd compuesto de ocho segmentos de RNA simple hebra de polaridad
negativa (RNAv). Cada uno de los segmentos génicos esta asociado a nucleoproteinas
(NP) y al complejo de polimerasas virales, Polimerasa bdsica 1 (PB1), Polimerasa basica
2 (PB2) y Polimerasa acida (PA). Por otra parte, también se encuentran en el virién
proteinas no estructurales como la proteina no estructural 1 (NS1), proteina no
estructural 2 (NS2) o proteina de exportacién nuclear (NEP), la proteina N40 y PB1-F2
[7, 51], ver figura 6.

Lipid envelope derived —
from host cells \

o Non-structural
proteins

o !

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

-

e
Polymerase complex

Figura 6. Diagrama esquematico de la estructura del virus de la Influenza A. Se observan las proteinas
integrales de membrana (HA, NA y M2). Por debajo se aprecia la proteina de matriz (M1) y los ocho
segmentos génicos de RNA rodeadas de las nucleoproteinas (NP) y asociados al complejo de RNA
polimerasas (PB1, PB2 y PA). Extraido y adaptado de Medina y Garcia-Sastre, 2011.
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Con un genoma de menos de 14 kb, estos virus han desarrollado distintas estrategias
para expandir la capacidad codificante de su genoma. Entre ellas se incluyen el
corte/empalme de RNA (splicing) y la generacion de RNAm bicistrénicos. En el caso de
VIA, los ocho segmentos de RNAv son capaces de codificar doce proteinas, ya que el
segmento génico M y el NS codifican dos proteinas por splicing alternativo y en el caso
del segmento génico PB2 codifica PB1 N40 y PB1-F2, mediante corrimiento del marco
de lectura, ver figura 7 [7].

PB2

reconocimiento del cap.

i elongacidn.

PB1 N40 =231« pB1 N4O: Funcién desconocida.

" PA: Componente de 1a RNA pols a, actividad
PA |2 endonucieasa y proteasa.

PA 1

*  HA: Unién alreceptor celular. Principal proteina
HA I 1778 antigénica. Actividad de fusion.

* NP: Seune al RNA formando las RNPv. Posee sefial de

importacién nuchear,

NP

*  NA: Actividad neuraminidasa.

NA

Participa en el ensamblaje y brotamiento,

* M2 Canal iénico.

INF.

*  NEP/NS2: Participa en la exportacion nuclear de las
RNPvy en laregulacion de la sintesis de RNA.
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Figura 7. Organizacion gendmica del virus Influenza A y sus proteinas codificantes. En la figura se
muestran los ocho segmentos génicos los cuales codifican para doce proteinas (PB2, PB1, PB1-F2, PB1
N40, PA, HA, NA, NP, M1, M2, NS1 y NS2). Si bien la mayoria de los segmentos génicos codifican una
Unica proteina, algunos generan mas de una proteina por mecanismos de corte y empalme alternativo o
corrimiento de marco de lectura. Extraido y adaptado de Palese y Shaw, 2011.

PB2 }‘?““ *  PB2:Componente de la RNA polimerasa, participa en el
PB1 =241 . pp1c de 13 RNA polimerasa, participa en el

_[
_l "
e T,

5

{

{

{

]

}.uu *  MI: Proteina de matriz. Sedal de exportacion nuclear.

* NSI:Proteina multifuncional. Actividad antagonista del

28



Introduccion

1.2.5 Ciclo replicativo del virus Influenza A

Los virus son agentes biolégicos que carecen de un metabolismo propio y dependen
necesariamente de una célula para su replicacion. A continuacion se describe
brevemente el ciclo replicativo para el caso del virus de la Influenza, ver figura 8.

El primer paso para la multiplicacién viral es la unidn del virus al receptor de la célula
hospedera. En el caso de virus Influenza que infectan humanos estos se unen al
receptor celular, acido sidlico (NeuAc), con terminaciones a(2.6). La penetracion del
virus a la célula se produce por mecanismos de endocitosis mediada por receptor. El
bajo pH dentro de la vesicula causa alteraciones en la conformacion de la proteina HA,
exponiendo un extremo hidrofébico de la subunidad HA2. Este cambio hace posible la
fusion de la membrana endosomal con la membrana plasmatica, permitiendo
posteriormente la liberacion de las RNPv al citoplasma celular.

El descenso del pH dentro de la vesicula también activa la proteina de canal idénico M2
y por lo tanto al flujo de protones al interior de la particula viral. Este flujo de cargas
positivas desestabiliza las interacciones entre las RNPv y las proteinas de matriz M1,
permitiendo de este modo su liberacién al citoplasma [7].

A diferencia de la mayoria de los virus con genoma RNA, en el caso de Influenza los
segmentos de RNAv son transportados desde el citoplasma al nucleo, ya que todos los
segmentos de RNAv deben obtener el 5°cap para sintetizar sus propios RNA
mensajeros (RNAm) y algunos requieren de la maquinaria de corte/empalme (splicing).
Durante la generacion de los RNAm virales, los segmentos de RNAv de polaridad
negativa son copiados por el complejo de polimerasas virales a RNA de polaridad
positiva. Dicho proceso se requiere un mecanismo denominado cap-snatching o
secuestro de cap, mediante el cual el complejo de polimerasas virales corta los RNAm
celulares y los utilizan como primers para el inicio de la polimerizacién. Los RNAm
virales generados son exportados desde el nucleo al citoplasma y son traducidos por
un mecanismo cap-dependiente. La mayoria de los RNAm virales son traducidos por
ribosomas libres en el citoplasma. Sin embargo, aquellos RNAm que codifican las
proteinas HA, NA y M2 son traducidas por ribosomas asociadas al reticulo
endopldsmico, pasando por el reticulo y el aparato de Golgi donde sufren
modificaciones post-traduccionales y finalmente son insertadas en la membrana
citoplasmatica de la célula hospedera [7].

El aumento en la cantidad de proteina NP generada a lo largo del ciclo se cree que esta
asociada al cese de la transcripcién y el comienzo de la sintesis de genomas virales y
por ende al cambio conformacional en el complejo de polimerasas. La replicaciéon
ocurre en dos pasos en el nucleo de la célula hospedera: primero se sintetiza una
molécula de RNA copia (RNAc) de polaridad positiva y luego este intermediario se
utiliza como molde para la generacion de segmentos de RNAv de polaridad negativa
(genomas virales). Luego se forman los nuevos complejos de RNPv y son exportados al
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citoplasma siendo las proteinas M1 y NEP/NS2 esenciales en este momento. Una vez
en el citoplasma se dirigen a la membrana plasmatica de la célula hospedera donde
ocurre el proceso de ensamblaje y brotamiento de las nuevas particulas virales. Estas
particulas virales poseen glicoproteinas que contienen acido sidlico como parte de su
estructura de carbohidratos y por lo tanto sufren auto-aglutinacién por las HAs. A este
nivel actua la proteina NA, cuya funcidn es la remocidén de esas interacciones por su
capacidad sialiddsa, permitiendo finalmente la liberacién de las nuevas particulas
virales [7, 51, 52].

Receptor containing
@-2,3-SA or a-2,6-SA )

IFN-mediated A
antiviral response
Post-translational
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T Packaging

‘.\\ \'Y Translation
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Nucleus
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Figura 8. Diagrama representativo del ciclo del virus Influenza A. El virus Influenza A que infecta
humanos reconoce receptores a nivel de la superficie celular unidos al acido sialico (SA) por un enlace a
2.6. Una vez unido el virus a la superficie celular este es internalizado por endocitosis y la acidificacion
del endosoma permite en ultima instancia la liberacién de las RNPv al citoplasma. Estas son
transportadas al nucleo, donde ocurre la transcripcion y la replicacién formando nuevas RNPv que seran
dirigidas hacia la membrana plasmatica donde se ensamblan, brotan y finalmente son liberadas.
Extraido y adaptado de Medina y Garcia-Sastre, 2011.
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1.2.6 Diversidad Antigénica

Los virus Influenza sufren variaciones antigénicas importantes. Sus dos glicoproteinas
de superficie, la HA y la NA, sufren dos tipos de variaciones antigénicas: la deriva
antigénica y el salto antigénico. Estos cambios en la antigenicidad viral son la
estrategia adoptada por los virus Influenza para continuar circulando en la poblacién
humana, y también hacen que su comportamiento sea impredecible.

1.2.6.1 Deriva antigénica

La estructura de HA del virus Influenza ha sido cristalizada y se ha podido determinar 5
sitios antigénicos Sa, Sb, Cb, Cal, y Ca2 en el dominio HA1 el cual forma parte de la
cabeza globular de la proteina.

Los cambios antigénicos o deriva antigénica, ocurren por acumulacién de una serie de
mutaciones puntuales que resultan en la sustitucion de aminoacidos en los distintos
sitios antigénicos. Estas sustituciones previenen la unién de los anticuerpos inducidos
por infecciones previas, y como consecuencia los virus pueden infectar al hospedero.
Este mecanismo, denominado deriva antigénica, es el responsable de la generacion de
las epidemias anuales de Influenza. La frecuente generacion de variantes antigénicas
de VIA ha determinado que la vigilancia de estos virus sea un objetivo de salud publica
prioritario a escala mundial, ya que compromete ademas la eficiencia de vacuna [53-
55].

1.2.6.2 Salto antigénico

Los saltos antigénicos involucran cambios antigénicos mayores en las glicoproteinas de
superficie, resultando en el reemplazamiento de un segmento génico codificante.
Como se menciond anteriormente, una peculiaridad del genoma del virus Influenza es
su distribucién en diferentes segmentos génicos. Esta caracteristica permite que los
virus puedan intercambiar o reordenar segmentos completos con otras variantes
virales y generar nuevas entidades cuando las distintas variantes co-infectan una
misma célula. Algunos de estos virus tendrdn la capacidad de infectar humanos y en
ocasiones mediante eventos mutagénicos podran adaptarse a ser transmitidos
directamente entre ellos. Esto, lejos de ser un evento raro, ocurre con frecuencia en la
naturaleza y es tal vez la principal fuerza evolutiva de los virus Influenza A [56]. El
reordenamiento génico ha sido el verdadero causante de la aparicion de los diferentes
subtipos virales a lo largo de la historia de los virus Influenza en humanos y animales.
Cuando el reordenamiento involucra los segmentos génicos codificantes para HA y NA
se habla de un salto antigénico y se da la emergencia de un nuevo subtipo viral
genéticamente diferente. Este proceso ha sido asociado a la generacién de cepas
pandémicas que ha sufrido la humanidad [57-60].
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1.2.7 Pandemias por el virus de la Influenza A

A lo largo de la historia han ocurrido diversas pandemias. La primera pandemia del
siglo XX ocurrié en 1918 y fue conocida como “gripe espanola”. Esta pandemia fue
causada por un virus HIN1 de origen aviar y se estima que causé mas de 50 millones
de muertes. Las subsecuentes pandemias fueron mas leves. En 1957 ocurrid la
pandemia conocida como gripe asidtica, donde la cepa HIN1 que circulaba fue
remplazada por una cepa de H2N2 y en este caso el numero total de victimas fue
estimado en 1.5 millones. Posteriormente, en 1968 ocurrié la pandemia conocida
como gripe de Hong Kong. Dicha pandemia fue causada por un nuevo virus de origen
aviar subtipo H3N2, con 1 millon de casos de muertes. Para el afo 1957 el subtipo
HIN1 dejo de circular en humanos y volvio a emerger en 1977. A partir de ese
momento los virus HIN1 y H3N2 co-circularon hasta que en abril del 2009 un nuevo
virus, lejanamente relacionada con la cepa HIN1 que circulaba, gano lugar en la
poblacion humana. La emergencia de este nuevo virus inicié la primera pandemia del
siglo XXI (HIN1 pdm) [49, 61, 62]. Los primeros casos reportados tuvieron lugar en
México y Estados Unidos, y rapidamente el virus se diseminé a nivel global. Para el mes
de junio alrededor de 30.000 casos habian sido reportados en 74 paises y fue en ese
momento que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré alerta por pandemia
en fase seis.

La nueva cepa H1IN1pdm se caracterizé por ser una enfermedad respiratoria febril auto
limitada, con signos y sintomas similares a los de la Influenza estacional como fiebre,
tos y dolor de garganta. Otros sintomas no tipicos de una Influenza estacional que se
manifestaron fueron vémitos y diarrea. La tasa de mortalidad y morbilidad fueron
significativamente diferentes en los distintos grupos etarios. La poblacidn mas
afectada fueron los nifos y adultos jévenes y la mayor tasa de hospitalizacion fue para
ninos de hasta 5 afios. En contraposicién a lo que ocurre con cepas de Influenza
estacionales, la poblacién menos afectada fueron las personas mayores de 65 afos,
sugiriendo para este grupo etario una inmunidad parcial contra este virus, la cual fue
posteriormente comprobada en algunos casos. Asimismo se demostré una gran
similaridad estructural y antigénica con la cepa que causo la pandemia en 1918,
generando proteccidn cruzada en estudios in vivo [63, 64]. Es interesante notar que
pese a lo anterior, este grupo etario experimentd una gran tasa de muerte. Si bien los
casos mas severos se dieron en pacientes menores de 5 afios, la mayoria de los casos
fatales tuvieron lugar en pacientes de entre 5 y 59 afios. La obesidad severa o mérbida,
diabetes, enfermedades cardiovasculares y posibles efectos inmunolégicos adversos
fueron los que contribuyeron a los casos fatales por HIN1pdm [63].

El centro de control y prevencion de enfermedades (CDC) estimd para los Estados
Unidos un total de 61 millones de infectados de los cuales 274.000 necesitaron ser

32



Introduccion

hospitalizados, asi como también 12.470 casos de muerte entre abril del 2009 y abril
del 2010. En términos de severidad, la cepa HIN1pdm fue mucho mas leve que otras
cepas pandémicas teniendo en cuenta ademds que durante los afios no pandémicos
ocurren alrededor de 30.000 muertes relacionadas a Influenza en los Estados Unidos.
La OMS declard el fin de la pandemia el 10 de agosto del afio 2010 y hasta la fecha, a
nivel global se estimd un total de 100.000 muertes a causa de esta cepa pandémica. La
ausencia de marcadores de virulencia en el gen PB2 (ausencia de residuo de lisina en la
posicién 627), la ausencia de funcionalidad de la proteina PB1-F2, y la ausencia del
dominio PDZ en la proteina NS1, en parte explican la baja patogenicidad que tuvo el
virus HIN1pdm comparado con el de 1918 [49, 51].

El origen porcino del nuevo virus pandémico y la historia evolutiva de cada uno de los
segmentos génicos, fue revelado por un grupo de investigacién conformado por mas
de 340 cientificos de todo el mundo. En base al analisis filogenéticos del genoma viral
se demostro que el nuevo virus fue generado a partir de un reordenamiento entre un
virus de origen suino que circulaba en la poblacion de cerdos de Norteamérica
(previamente generado por un reordenamiento triple entre virus de origen humano,
aviar y suino) y un virus de origen suino tipo aviar Euroasiatico. Los segmentos génicos
NA y M provenian de los virus de Eurasia y el resto de los virus suinos de
Norteamérica, los cuales se habian generado previamente por un reordenamiento
triple entre virus humanos, aviares y suinos [61, 65], ver figura 9.

Con respecto a la dindmica filogenética de los virus Influenza A H1N1pdm, estudios
previos mostraron una temprana diversificacion de éste virus en 7 clados que
circularon en el periodo pandémico (Gr 1, Gr 2-pdm al Gr 7-pdm), basados en
mutaciones especificas en el genoma viral [66, 67]. Luego del periodo pandémico
ocurri6¢ una nueva diversificacién de este virus, definiéndose nuevos grupos
filogenéticos, basados en mutaciones encontradas en el segmento génico HA (Gr 2 al
Gr7.

La ultima pandemia proporciond informacion muy valiosa sobre el caracter
imprevisible que adopta un modelo viral tan cambiante como el virus de la Influenza,
ya gque la comunidad cientifica estaba a la espera de una inminente emergencia de una
cepa pandémica H5N1 de origen aviar. Por otro lado evidencid el rol del reservorio
suino en la ecologia de este virus y la necesidad de su vigilancia contante. Ademas esta
pandemia demostrd la incapacidad de la industria para generar suficientes vacunas a
tiempo para proteger a la poblacidn susceptible, a pesar de la rdpida respuesta de la
OMS [63].
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Classic swine  North American Human (H3N2)  Eurasian avian-like
avian swine

PB2 - North American avian
PB1 - Human H3N2

PA - North American avian

H1 - Classical swine

NP — Classical swine

N1 - Eurasian avian-like swine
M - Eurasian avian-like swine
NS - Classical swine

Influenza A (H1N1)

Figura 9. Generacion de los virus de Influenza A HIN1 de la pandemia del 2009. A fines de los afios 90
ocurrié un reordenamiento triple entre cepas humanas A/H3N2, cepas aviares de Norteamérica y cepas
de cerdos cldsicas. Esta cepa reordenante circula en la poblacidn de cerdos hasta la actualidad. Uno de
estos virus triples reordenante fue capaz de reordenar en cerdos con una cepa de cerdos de Eurasia.
Esta circuld en cerdos hasta ser capaz de transmitirse y mantenerse en la poblacion humana. Extraido de
Neumann et al, 2009.

34



Introduccion

1.2.8 Prevencion y control de la enfermedad

1.2.8.1 Vacunas

La forma mas efectiva de reducir la morbi-mortalidad causada por el virus Influenza es
a través de la implementacion de programas de vacunacion anual dirigidos
principalmente a los grupos de riesgo. A diferencia de lo que ocurre con otras
enfermedades que pueden ser prevenidas con esta medida, en el caso de Influenza, la
misma no se asocia con una completa proteccién. La endemicidad mundial del virus,
persistencia de sus reservorios animales y su capacidad de rdpida evolucién,
convierten a este virus en un blanco inapropiado para su erradicacién. Sin embargo,
durante los ultimos 50 afios han estado disponibles vacunas contra la enfermedad
gracias a la existencia de una red de vigilancia epidemioldgica, establecida por la OMS,
conocida como sistema de respuesta y vigilancia global de Influenza (GISRS).

La OMS dedica cada ano importantes recursos para sustentar la vigilancia en 120
centros de referencia en todo el mundo, los cuales hacen recomendaciones del
contenido vacunal para cada hemisferio a través de analisis antigénicos, de secuencias
y de susceptibilidad, basados en los niveles de anticuerpos en sueros humanos [49].

La recomendacién de la OMS en relacién a la vacuna de Influenza para el hemisferio
sur es trivalente y estd compuesta por dos cepas de Influenza A Influenza (HIN1 y
H3N2) y una cepa de Influenza B, debido a que estos tipos virales son los principales
que circulan a nivel mundial. Para el afio 2010, 2011 y 2012 la vacuna estaba
compuesta por, A/California/7/2009 (HIN1), A/Perth/16/2009 (H3N2), vy
B/Brisbane/60/2008. Para el afio 2013, se realizaron modificaciones en el contenido
vacunal en la cepa de Influenza A H3N2 y para la cepa de Influenza B. El contenido
vacunal para ese afno fue A/California/7/2009 (H1N1) pdmQ9, A/Victoria/361/2011
(H3N2), y B/Wisconsin/1/2010. Este tipo de vacuna tiene como objetivo inducir la
produccién de anticuerpos neutralizantes especificos capaces de reconocer
determinantes antigénicos en la regién globular de moléculas de HA.

Se ha observado que generalmente las vacunas tanto en nifios como en adultos
presentan tasas de efectividad de entre un 70 a un 90%. Estudios realizados en Estados
Unidos demuestran que los adultos mayores son el grupo etario menos afectado por la
vacuna, mostrando una eficacia promedio aproximada del 30 a 50% a los 65 afios y del
15 a 30 % en mayores de 70 afos [68]. Sin embargo, se ha reportado que la vacunacién
en personas mayores de 65 afios reduce la mortalidad causada por complicaciones
asociadas al virus en un 50% [69].

La eficacia de cualquier vacuna contra la gripe (tanto A como B) depende de cuan
estrechamente relacionadas estén las cepas de la vacuna con las cepas en circulacién.
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En referencia a esto, nuestro grupo de investigacion ha realizado varios estudios
evidenciando que:

a) El virus de la Influenza B (VIB) que circulé en Uruguay durante el afio 2002 estaba
genética y antigénicamente poco relacionado con la cepa vacunal para ese afio [70].

b) Estudios realizados para VIA subtipo H3N2 han demostrado de igual forma que las
cepas vacunales se encontraban genéticamente en cluster diferentes a las cepas
circulantes, salvo durante el afio 2007 [71].

c) Anadlisis de cepas de Influenza A HIN1 pandémica (HIN1pdm) circulantes en
Sudamérica en el afio 2009 se agruparon en el clado 5, 6 y 7, mientras que la cepa
vacunal pertenecia al clado 1 de la pandemia [72].

Estos estudios demuestran claramente la necesidad de monitorear la variabilidad
genética de las cepas que circulan en nuestro pais y la region Sudamericana de forma
de obtener vacunas que estén mas relacionadas y por lo tanto que sean mas efectivas.
La seleccién apropiada de las cepas a ser incluidas en las vacunas plantea un gran
desafio debido a la continua generacién de cambios en la proteina HA.

En los ultimos 60 afios el foco de investigacion para el desarrollo de vacunas contra
Influenza ha sido la region altamente variable de la cabeza globular de HA. Sin
embargo, la Ultima meta en la generacion de vacunas es la produccién de una vacuna
universal que promueva la generacién de anticuerpos contra epitopes conservados en
las HAs, que estén accesibles al sistema inmune y que puedan ser capaces de
neutralizar la mayor cantidad de subtipos posibles. Diversas investigaciones se han
focalizado a la generacion de anticuerpos monoclonales neutralizantes anti-HA,
dirigidos a la regidon transmembrana de dicha proteina [73-75].

1.2.8.2 Terapia antiviral

El potencial impacto de una pandemia por virus Influenza hace que medidas efectivas
para limitar la dispersion y morbilidad de la infeccidon sea una prioridad en salud
publica. Es entonces que los antivirales juegan un rol importante en la profilaxis y el
tratamiento de la enfermedad. Actualmente existen dos clases de drogas distribuidas a
nivel mundial, los Inhibidores de canal idnico y los Inhibidores de la neuraminidasa
(NAIs). Este tipo de drogas pueden reducir las complicaciones asociadas y la duracién
de la enfermedad si se comienzan a utilizar dentro de las primeras 48 horas luego de
iniciados los sintomas [76]. Algunos pacientes pueden, sin embargo, desarrollar una
replicacion viral sostenida a pesar del tratamiento antiviral, lo cual es un factor de
riesgo para la aparicién de cepas resistentes a los antivirales que estdn actualmente en
el mercado [77].
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Los inhibidores del canal i6nico son los adamantanos (amantadina y rimantadina) y
tienen como blanco de accién la proteina M2. Estos antivirales inhiben el intercambio
de iones necesarios para acidificar el interior del virion vy liberar las
ribonucleoproteinas virales (RNPv) al citoplasma [78, 79]. Si bien los adamantanos
estan asociados a varios efectos secundarios, han sido ampliamente utilizados debido
a su amplia disponibilidad y bajo costo. Sin embargo, en los ultimos afios se ha
observado un creciente aumento en la resistencia a este tipo de fdrmacos [80-82]. Los
virus resistentes comparten una sola sustitucién en el aminoacido 31 de la proteina
M2, cambiando de Serina por Asparagina (S31N) [80, 83, 84]. En el caso de los VIA
HIN1pdm, se ha reportado que todos fueron resistentes a la Amantadina vy
Rimantadina [85, 86].

En lo que respecta a los NAls, existen dos tipos de drogas licenciadas a nivel mundial
para el tratamiento y profilaxis de Influenza, Relenza® (Zanamivir) y Tamiflu®
(Oseltamivir) [87]. Por otro lado, la droga Peramivir ha sido aprobada Unicamente para
su utilizacién en adultos y nifios en Japdn, Corea del sur y China [88]. Estas drogas
mimetizan al sustrato de la neuraminidasa y se unen al sitio activo, el cual es
altamente conservado entre los virus de Influenza A y B [89], impidiendo la liberacion
viral y limitando la diseminacién [90]. La administracién de Oseltamivir se realiza por
via oral en una dosis de 75mg en adultos, dos veces al dia y se recomienda no usar mas
de 5 dias durante un tratamiento. Por otro lado, el Zanamivir se proporciona como un
polvo y se administra por inhalacion. Para los adultos, se recomiendan dos
inhalaciones diarias de 5 mg para el tratamiento de infecciones, mientras que se
recomienda una inhalacién diaria de 10mg con fines profilacticos. Los efectos adversos
a los NAls incluyen vémitos, dolor abdominal y nduseas, pero son generalmente leves.

La emergencia de virus Influenza resistentes a los NAls es un desafio a la eficiencia del
tratamiento antiviral. Los marcadores moleculares asociados a la resistencia han sido
identificados en el sitio catalitico de la enzima o cerca de éste, siendo diferentes para
distintos subtipos virales.

En el caso de los virus de la Influenza A subtipo HIN1 la principal mutacién asociada a
la resistencia al Oseltamivir es un cambio de histidina por tirosina en la posicién 275 de
la NA (H275Y) [91-93]. A partir del afio 2007, a nivel mundial se reporté un aumento
significativo en la frecuencia de cepas A HIN1 H275Y y para la temporada 2008-2009
ésta sustitucidon se encontrd en mas del 99% de las cepas aisladas en Norteamérica y
Europa [94]. Estudios realizados por Bloom y colaboradores reportaron que en
ausencia de Oseltamivir, la mutacién H275Y tiene un efecto perjudicial en la capacidad
replicativa del virus. Para que la mutacion se fije a escala global, esto es, que ocurra en
el 100% de la poblacion viral, es necesario que el efecto negativo sea contrarrestado
por mutaciones secundarias localizadas en algun lugar del genoma viral. Las
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sustituciones que restauran la capacidad replicativa de los virus HIN1 con la mutacién
H275Y fueron identificadas como R194G, V234M y R222Q en la proteina NA. El
aumento en la frecuencia de estas mutaciones podria explicar la rapida emergencia y
dispersién de los virus con la sustitucion H275Y a pesar del bajo consumo del
Oseltamivir [95].

Con la emergencia en el afio 2009 de los virus A HIN1pdm, las cepas resistentes HIN1
que circulaban en la poblacién fueron desplazadas y los nuevos virus pandémicos
fueron naturalmente sensibles a los NAls. Sin embargo, se han registrado virus con la
sustitucion H275Y. Mas aun, diversos estudios indican que los casos de cepas
resistentes surgieron tanto luego del tratamiento o profilaxis con Oseltamivir o
Peramivir, asi como también en pacientes no tratados [88, 96].

Si bien la gran mayoria de los casos de resistencia al Oseltamivir estdn asociados a la
sustitucion H275Y, otras sustituciones han sido asociadas a casos clinicos de
resistencia. Las sustituciones 1223R/T/M/V fueron detectada en virus resistentes al
Oseltamivir asi como al Zanamivir, aislados tanto de pacientes que habian estado
expuestos a la droga como aquellos que no habian tenido contacto con ésta. Fue
reportado que la mutacion por si sola confiere una reduccidon de la susceptibilidad
contra el Oseltamivir, Zanamivir y Peramivir 45, 10 y 7 veces respectivamente [97] y
gue cuando se encuentra en combinacién con la sustitucién H275Y aumenta el ICgg
para el Oseltamivir y Peramivir aumenta 10 a 90 veces comparado con virus que llevan
Unicamente la sustitucién H275Y, teniendo menor efecto en el caso de Zanamivir [88].
Asimismo, la sustitucién N295S se ha asociado a casos de resistencia al Oseltamivir en
virus de Influenza HIN1pdm, H3N2, y H5N1 [98-102]. La sustitucion S247N ha sido
asociada a un aumento en el ICso tanto para Oseltamivir como para Zanamivir [103].

Del total de casos resistentes reportados en el afio 2009, 28% fueron aislados de
pacientes inmunocomprometidos. Los restantes casos correspondieron a pacientes
gue habian estado expuestos al Oseltamivir en un 63% y en un 37% pacientes que
nunca habia estado en contacto con la droga ni con un individuo tratado [88].

Datos publicados por la OMS indican que para octubre del afio 2011 habian sido
reportados 605 casos de virus resistentes al Oseltamivir. Este nimero no representaria
la cantidad de casos reales, ya que varios paises han reportado una incidencia de 0.5 a
1% en sus localidades. Por tanto, esto seria equivalente a 5000 a 10000 virus
resistentes por millén de casos y como fueron reportados mas de 60 millones de casos
solamente en Estados Unidos, podria haber miles de casos resistentes en un solo pais.
Para el afio 2011 el 74% de estos casos se aislaron de pacientes que no habian estado
en contacto con la droga, indicando un aumento en la transmisidn de estos virus en la
poblacién [88]. Andlisis genéticos han demostrado que estos virus fueron
genéticamente idénticos, sugiriendo la emergencia a partir de un mismo ancestro
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[104]. Se ha observado que la sustitucién H275Y en los virus HIN1 pdm aislados en el
2009 provocaban la disminucidn de los niveles expresién de la NA, disminuyendo el
fitness viral [95]. El aumento de la frecuencia a partir del afio 2011 sugiere que estos
virus han adquirido la capacidad de llevar la mutacién H275Y sin comprometer el
fitness viral. Butler y colaboradores identificaron las sustituciones, (2411 y N369K, que
permiten la adquisiciéon de la mutacidon H275Y sin comprometer el fitness viral [105].
Mads aun, Bloom y colaboradores identificaron otra sustituciones (R257K, T289M y
V234M) como capaces de permitir adquisicién del fenotipo resistente [106]. La
complejidad de los patrones detrds de la generacién de cepas resistentes pone de
manifiesto la necesidad de la vigilancia de estos virus.

El posible aumento en la frecuencia de resistencia al Oseltamivir es de preocupar ya
gue ésta droga es en la actualidad el agente antiviral mas utilizado para el control de
las infecciones por virus Influenza. Es por esta razén que nos resulta de gran interés la
realizacion de estudios donde se caractericen las variantes virales circulantes en
nuestro pais y en la regién. Asimismo, tomando en cuenta la circulaciéon en forma de
cuasiespecies de estos virus nos interesa realizar una detallada caracterizacién
molecular de la diversidad poblacional de los VIA HIN1pdm circulantes en Uruguay
utilizando NGS, de forma de evaluar variantes minoritarias con mutaciones de
resistencia.

1.2.8.3 Nuevos desafios en la terapia antiviral.

Actualmente existen nuevas drogas antivirales como DAS181 (Fludase), Favipiravir (T-
705) y la Nitazoxanida, las cuales estan siendo evaluadas en ensayos clinicos para la
prevencidn y tratamiento de la gripe [49].

Fludase consiste en un dominio catalitico sialidasa de origen bacteriano unido a un
factor de crecimiento del epitelio respiratorio, como un dominio de anclaje requerido
para el direccionamiento a las células del epitelio respiratorio. La actividad sialidasa
escinde los enlaces a2,3 y a2,6 unidos al acido sidlico en la superficie celular y su
remocion previene la unién de los virus Influenza. Fludase es una estrategia
prometedora en lo que respecta a la prevencion y tratamiento de la gripe, mostrando
en diferentes estudios in vitro e in vivo la reduccién de carga viral y diseminacion
contra una amplia gama de virus Influenza tanto A como B. Sin embargo, las
contraindicaciones del potencial uso de esta droga todavia no han sido abordadas.

Por otro lado, Favipiravir tiene un mecanismo de accion diferente. Esta droga inhibe
selectivamente la RNA polimerasa viral ya que compite con las purinas y es
incorporado por error por la RNA polimerasa viral. Esta droga de igual forma que
Fludase, muestra actividad antiviral contra una amplia gama de tipos y subtipos de
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virus Influenza, incluyendo cepas NAI resistentes. Asimismo ha mostrado una gran
actividad antiviral en estudios in vivo con cepas altamente patogénicas como H5N1,
estando actualmente en fase 2 de ensayos clinicos en los Estados Unidos.

La Nitazoxanida es un agente antiparasitario y se observd en estudios in vitro su
actividad antiviral frente a una amplia gama de virus de DNA y RNA, incluyendo el virus
de la hepatitis B, hepatitis Cy de la Influenza. Para este ultimo, el mecanismo de accién
no ha sido plenamente dilucidado hasta la fecha. Sin embargo, algunos estudios
sugieren que Nitazoxanida bloquea la glicosilaciéon terminal de la glicoproteina HA
impidiendo su trafico por la via secretoria hacia la superficie. Ensayos clinicos han
demostrado buena seguridad y actualmente estd en etapa de desarrollo clinico [49],
ver figura 10.
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Figura 10. Mecanismo de accion de los antivirales. La figura muestra a qué nivel del ciclo actdan los
antivirales. El Fludase impide la entrada del virus a la célula, mientras que el Favipiravir como los NAls
permite la entrada del virus pero impide la replicacion viral. La Nitazoxanide y los inhibidores de
neuraminidasa actuan al final del ciclo viral impidiendo la glicosilacién y transporte de HA por la via
secretoria o a nivel de la liberacion de los nuevos virus. Extraido y adaptado de Webster & Govorkova,
2014.
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2.1 Objetivo general Capitulo |

Profundizar en el estudio de la variabilidad genética de las estirpes del virus Influenza
A HIN1pdm que circularon en nuestro pais, asi como en la regién sudamericana, entre
los afios 2009 al 2013.

2.2 Objetivo general Capitulo Il

Analizar la dinamica poblacional de variantes virales del virus Influenza A HIN1pdm
entre los afios 2009 al 2013 mediante secuenciacidn masiva.

2.3 Objetivo general Capitulo Il

Estudiar la dindmica poblacional y compartimentalizacion de virus RNA durante el
transcurso de una infeccidn in vivo.
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3. CAPITULO I: Variabilidad genética de las estirpes
del Virus Influenza A HIN1pdm que circularon en

nuestro pais asi como en la region sudamericana
entre los anos 2009 al 2013
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3.1 Objetivo general Capitulo I:

Profundizar en el estudio de la variabilidad genética de las estirpes de gripe A HIN1
gue circularon en nuestro pais, asi como en la regidn sudamericana, entre los afios
2009 al 2013.

Objetivos Especificos

Amplificar por PCR los segmentos génico HA y NA de virus Influenza A HIN1pdm
aislados a partir de muestras clinicas.

Determinar la variabilidad genética de virus Influenza que circulan en Uruguay y en la
region sudamericana y la relacién de estas cepas con las estirpes introducidas en las

vacunas para el hemisferio sur.

Determinar la eficacia de la vacuna seleccionada para el hemisferio sur en el afio 2009,
en el periodo de tiempo estudiado.

Determinar polimorfismos asociados a resistencias a los antivirales.
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3.2 Materiales y Métodos Capitulo |

3.2.1 Muestras

Se analizaron 29 muestras (exudados nasales y aspirados naso-faringeos) de pacientes
uruguayos (hospitalizados y ambulatorios) con Enfermedad tipo Influenza (ETI),
Insuficiencia Respiratoria Aguda (IRA) e Insuficiencia Respiratoria Aguda Grave (IRAG),
tomadas en un periodo de tiempo que abarca el afio 2009 al 2013.

La informacién correspondiente a cada uno de los pacientes se detalla en la tabla 1.
Dichas muestras fueron provistas por la Asociacidn Espafiola Primera de Socorros
Mutuos (AEPSM), en el Marco del proyecto Alianza “Diagndstico molecular de virosis
emergentes de gran impacto en salud publica” PE_ALI_2009 11603 -ANII-AESPM
Facultad de Ciencias, UdelaR.

Las muestras fueron tomadas durante los primeros tres dias luego de comenzados los
sintomas clinicos y posteriormente fueron tipificadas como Influenza A HIN1 mediante
la técnica de Real-Time PCR, de acuerdo a las instrucciones del kit comercial de Roche
[107].

3.2.2 Extraccion de RNA

El RNA total fue extraido a apartir de las muestras clinicas utilizando el kit High pure
Nucleic Acid de Roche, de acuerdo a las instricciones suministradas por el fabricante. El
RNA obtenido se utilizd para la obtencién de cDNA y parte de este material fue
almacenado a -80°C para su posterior utilizacién.

3.2.3 Retrotranscripcion

A partir del RNA extraido se realizd la retrotranscripcion (RT) utilizando la enzima
SuperScrip Il Reverse Transcriptase (Invitrogen). Como primers se utilizaron hexameros
al azar de forma de obtener cDNA proveniente de todas las regiones del genoma viral.
Para ello, 5ul del RNA extraido fue adicionado a una mezcla que contenia 5ulL de H,0,
1ul de dNTPs (10Mm) y 1l de hexameros (250ng).

La mezcla fue incubada 5min a 65°C y luego 1min en hielo. Posteriormente se prepard
una segunda mezcla conteniendo 4ul de una soluciéon tampdn 5X, 2ul de DDT (0,1M) y
1ul de H20. Se adiciond 7ul de la mezcla 2, en la mezcla 1y se incubd por 2min a 25°C.
Luego se agregd 1ul de SuperScrip Il Reverse Transcriptase (200U/ul) y se incubd en un
termociclador 2720 ThermalCycler (Applied Biosystems) 10min a 25°C, 50min a 42°C, y
15min a 70°C.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y moleculares de los pacientes analizados. Se detalla la identidad de cada muestra, la edad de cada paciente, el tipo de muestra y el dato

clinico. También se muestra el resultado de la RT-PCR en tiempo real para cada muestra. EPOC (Enfermedad pulmonar obstructiva crénica), IRA (Insuficiencia respiratoria

aguda), IRAG (Insuficiencia respiratoria aguda grave), NAC (Neumonia aguda comunitaria), S/D (Sin dato).

Ao Muestra Edad M2 HIN1 cT Sexo Tipo de muestra Dato clinico
1 S/D Positivo Positivo S/D S/D SD S/D
3 S/D Positivo Positivo S/D S/D SD S/D
2009 4 S/D Positivo Positivo S/D S/D SD S/D
5 S/D Positivo Positivo S/D S/D SD S/D
6 S/D Positivo Positivo S/D S/D SD S/D
34 37a Positivo Positivo 35,71 M Hisopo nasal Neumopatia aguda
35 39a Positivo Positivo 35,42 M Hisopo nasal Chequeo IRA
37 57a Positivo Positivo 34,68 M Hisopo nasal Probable neumonia HIN1
45 RN Positivo Positivo 26,6 F ANF RN
48 28a Positivo Positivo 35,41 F Hisopo nasal NAC
56 493 Positivo Positivo 37,73 M Hisopo nasal Diabetes, obesidad, tos, mialgia, odinofagia, Cefalea, Insuf resp
88 38a Positivo Positivo 29,64 M Hisopo nasal Broncoespasmo, fiebre, tos, mialgia, odinofagia
90 70a Positivo Positivo 32,16 M Hisopo nasal NACQ
92 23a Positivo Positivo 27,04 F Hisopo nasal Neumonia IREN
2011 96 42a Positivo Positivo 28,01 F Hisopo nasal S/D
98 80a Positivo Positivo 31,19 M Hisopo nasal EPOC, bronqueoectasias, fiebre, insuf resp
103 28a Positivo Positivo 35,53 F ANF IRA, probable HIN1
108 44a Positivo Positivo 23,25 F ANF Sind. Dawn, fiebre, tos, insuf resp, compromiso hemodinamico
112 63a Positivo Positivo 13,14 M Hisopo nasal NA Icard
113 5m Positivo Positivo 27,71 M ANF Tos, insuf resp, compromiso hemodinamico
117 35a Positivo Positivo 33,22 F Hisopo nasal S/D
118 28a Positivo Positivo 32,79 F Hisopo nasal Asma, tos
141 62a Positivo Positivo 33,26 M Hisopo nasal S/D
154 62a Positivo Positivo 29,82 F Hisopo nasal IR
253 S/D Positivo Positivo S/D F ANF S/D
254 S/D Positivo Positivo S/D F Hisopo nasal S/D
2013 259 S/D Positivo Positivo S/D M Hisopo nasal S/D
271 S/D Positivo Positivo S/D F Hisopo nasal S/D
272 S/D Positivo Positivo S/D F Hisopo nasal S/D
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3.2.4.Amplificacion por PCR los genes HA y NA

A partir d de los cDNA preparados anteriormente se procedid a la amplificacion de los
genes HA y NA, siguiendo el diagrama de amplificacidon que se muestra en la figura 11.
Se utilizé la enzima Platinum Tagq DNA Polymerase High-Fidelity (Invitrogen) y primers
disefiados en nuestro laboratorio, ver tabla 2.

Para ello, se agregaron 5ul de cDNA a una mezcla con un volumen final de 50ul,
conteniendo 5ul de una soluciéon tampdén 10X, 1ul de cada cebador 10mM (F25, R1675
para el gen HA) y (F20, R1384 para el gen NA), 1ul de dNTPs 10mM, 2ul de MgS0Q,4 50
mM, 0,3ul de enzima (5U/ul) Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen), y 34.5ul de
H20 MiliQ. La totalidad de la mezcla se calenté durante 5 min a 949C y luego 30 ciclos
con una temperatura de desnaturalizaciéon de 942C por 1 min, hibridaciéon a 512C por 1
min y de extensidon a 68 2C por 2 min. Luego de los 30 ciclos se mantuvo 10 min a
682C.

Al tratarse de muestras clinicas, la carga viral no fue suficiente para observar un
producto de amplificacién luego de una primera ronda (primer round) de amplificacidn
por PCR. Por lo tanto, con el fin de aumentar la sensibilidad y especificidad del ensayo
se realizé una nested PCR utilizando un segundo round de PCR a partir de 1pl el primer
round. Para el segundo round de amplificacién se preparé una mezcla conteniendo 5ul
de una solucion tampdn 10X, 1ul de cada cebador 10uM, (F125, R1559 para el gen HA)
y (F108, R1237 para el gen NA), ver figura 11. Posteriormente se adiciond a la mezcla
1ul de dNTPs 10mM, 1.5ul de MgCI2 50mM, 0,5ul de enzima (5U/ul) Platinum Tag DNA
polymerase (Invitrogen), y 39ul de H,O MiliQ. El ciclado fue de 942C durante 5 min y
luego 30 ciclos con una temperatura de desnaturalizacion de 94°C por 1 min,
hibridacién a 522C por 1 min y de extensién a 722C por 2 min. Luego de los 30 ciclos se
mantuvo por 10 min a 722C.

Todas las reacciones de PCR fueron realizadas en un termociclador 2720 ThermalCycler
(Applied Biosystems). En todos los casos se utilizaron tanto controles negativos (agua
ultra pura libre de RNAasas en lugar de acidos nucleicos), asi como controles positivos
(RNA extraido de extractos de cultivos previamente infectados con Influenza A HIN1).
Los productos de amplificacidn fueron almacenados a -202C hasta su utilizacion.
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F25 F125 R1559 R1675
Gen HA F- -ﬁ
- - 1650ph - +
1434pbh
F20 Fl108 R1237 R1384
Gen NA FP ﬂ
1129ph

Figura 11. Diagrama de la amplificacién por PCR. Se representa la posicion en cada uno de los genes
donde se unen los primers y el tamafio de cada producto de PCR esperado. En color azul se indican los
primers utilizados en el primer round de PCR y en rojo los que se utilizaron en el segundo round.

Tabla 2: Primers utilizados para la amplificacidon por PCR y secuenciacion.

Segmento génico Nombre del primer Secuencia (5°-3") Posicion de hibridacién Tm asociada °C Tamafio amplicén (pb)
F25 CTATATACATTTGCAACCGC 25 51 1650
HA R1675 CATATTCTACACTGTAGAGA 1675
F125 CAGTAACACACTCTGTTAAC 125 52 1434
R1559 CCTTGTTGATTCCAGCTTTC 1559
F20 TAATAACCATTGGTTCGGTC 20 51 1404
NA R1384 TCAATGGTAAATGGCAACTC 1384
F108 CTCAATTCAACTTGGGAATC 108 52 1129
R1237 CTTATACAATCCAGCCCTGT 1237

3.2.5 Electroforésis en gel de agarosa y purificacion de los productos de PCR

Se realizaron geles de agarosa al 1.2 % en buffer TAE 0.5X (40mM Tris base (pH 7.6),
20mM 4cido acético glacial, 1mM EDTA). Se sembraron los 50ul de cada producto de
PCR con 10pul de buffer de carga 6X, compuesto de Azul de bromofenol y Xilencianol.
La corrida fue realizada durante 30min a 90 voltios (V).

Para visualizar los productos de PCR se utilizé el documentador de geles con luz UV
(Gel Doc X5 170-8170, Biorad), y el intercalante good view, el cual se activa bajo luz
UV. Los tamafios de bandas esperados para cada gen fueron de 1434pb para HA y
1129 para NA, siendo verificados al comparar con un peso molecular 1Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen).

Los productos de PCR fueron pirificados a partir de gel utilizando el kit de purificacién
QIAquick Gel Extraction Kit de Quiagen y el kit GE Healthcare illustra™ GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification Kit siguiendo las instrucciones del fabricante.
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3.2.6 Secuenciacion por Sanger

La secuenciacion de los productos de PCR fue realizada en el servicio de Secuenciacion
de la Unidad de Biologia Molecular del Instituto Pasteur de Montevideo a través de un
secuenciador automatico de 4 capilares.

3.2.7 Edicion y Andlisis de secuencias

Los cromatogramas obtenidos fueron analizados y corregidos manualmente utilizando
el programa bioinformatico CHROMAS, versiéon 2.32 (Technelysium). Luego de la
edicion, dichas secuencias fueron analizadas con el algoritmo Nucleotide BLAST (NCBI)
para corroborar su identidad. Posteriormente, las secuencias de cada segmento génico
(HA y NA) fueron alineadas con la cepa vacunal A/California/07/2009, la cual fue
recomendada para el hemisferio sur durante el periodo (2010-2013), mediante el
software del programa MEGA 5.0 [108].

Con el objetivo que estudiar motivos especificos de secuencias de aminoacidos, las
secuencias nucleotidicas se tradujeron automaticamente y luego se compararon con la
cepa vacunal.

Las secuencias de HA y NA fueron alineadas con secuencias correspondientes a cepas
de Influenza A HIN1 que circularon en la regién sudamericana 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 y la base de datos GISAID

disponible en http://platform.gisaid.org/epi3/frontend#1efd89 , con el objetivo de

evaluar las relaciones filogenéticas entre estas cepas y la cepa vacunal, asi como
también marcadores de resistencia a los antivirales en las cepas uruguayas y de la
region.

A fin de determinar el modelo evolutivo que mejor describia nuestro juego de datos,se
utilizd el programa Modelgenerator [109], el cual utiliza el criterio informativo de
Akaike (AIC) y el Hierarchical Likelihood Ratio Test. AIC toma en consideracion tanto la
medida en que el modelo se ajusta a las series observadas como el numero de
parametros utilizados en el ajuste, de esta forma busca el modelo que describa
adecuadamente las serie de datos y tenga el minimo AIC.
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3.2.8 Analisis filogenéticos

Utilizando el modelo obtenido mediante el programa Model Generator, se construyé
un arbol filogenéticos de maxima verosimilitud (Maximum Likelihood)para HA y para
NA con el programa PhyML [110], disponible en
http://www.phylogeny.fr/phylo cgi/phyml . Como medida de la robustez de cada

rama del arbol se utilizdé un ensayo de probabilidad aproximado (aLRT), que
demuestra que la rama estudiada provee una verosimilitud significativa contra la
hipdtesis nula que involucra colapsar esa rama del arbol pero dejar el resto de la
topologia del arbol idéntica [111]. Una vez obtenidos los arboles filogenéticos, se
procedid a la edicién de los mismos utilizando el programa FigTree v1.4.1 (disponible
en http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

3.2.9 Mapeo de sustituciones aminoacidicas.

Con el objetivo de analizar en que regién de la proteina se localizaban los sitios donde
ocurrieron las sustituciones aminoacidicas en las secuencia de HA y NA, se mapearon
los sitios involucrados mediante el software PyMOL, (The PyMOL Molecular Graphics
System, version 1.3; Schrodinger, LLC disponible en https://www.pymol.org/,

utilizando las estructuras cristalograficas para ambas proteinas, cuyo PDB fue, 3B7Q
para NAy 3LZG para HA.

3.2.9a. Prediccion de epitopes y sitios de N-glicosilacion.

La prediccién de epitopes B lineales que son reconocidos por los anticuerpos del
sistema inmune fue realizada utilizando el servidor BepiPred, disponible en
http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/. Los programas para la prediccién de

epitopos B se basan en propiedades fisico-quimicas de las proteinas y en el uso de
redes neuronales. La prediccién de epitopos en células B es una de las técnicas
computacionales por excelencia que estan siendo empleadas para el disefio racional
de vacunas. EI programa BepiPred considera que un aminoacido contribuye a un
potencial epitope B si dicho valor es igual o superior a 0,35.

Los potenciales sitios de N-glicosilacion fueron predichos utilizando el servidor
NetNGlyc 1.0 disponible en http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ .
El servidor NetNglyc predice sitios de N-glicosilacién en secuencias protéicas mediante

un modelo de redes neuronales artificiales que examinan el contexto de secuencias
con el motivo Asn-Xaa-Ser/Thr. El valor umbral > a 0.5 es un marcador promedio para
potenciales sitios de glicosilacion.
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3.2.9b Determinacion de la eficacia de la vacuna para las cepas pandémicas y post
pandémicas

La distancia antigénica entre la cepa vacunal y las cepas que conforman el grupo en el
cual se encuentran las cepas uruguayas y de la regién fue calculada usando el método
de p-epitope. En este método, la distancia antigénica entre dos cepas es calculada a
partir de la secuencia aminoacidica en los cinco epitopes de la proteina HA. Para cada
epitope, el valor P esta definido como la proporcion de diferencias aminoacidicas entre
dos cepas. El mayor valor P esta definido como p-epitope, y el correspondiente epitope
es definido como el epitope dominante, ya que dicho epitope esta influenciado por la
presion selectiva del sistema inmune [112]. Los valores P fueron determinados usando
el programa MEGA 5.0 [108]. Considerando Unicamente las sustituciones que ocurren
en el epitope dominante, la teoria del p-epitope provee una prediccion de la eficacia
de la vacuna estimada por la ecuacion E = (0.47 — 2.47 x p-epitope), donde E es la
eficacia de la vacuna. Dicha eficacia tiene una correlacién lineal con la distancia
antigénica entre la cepa vacunal y la cepa circulante [113, 114]. Esta ecuacién también
predice que la eficacia de la vacuna no es positiva para valores de p-epitope > 0.19
[114].
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3.3 Resultados Capitulo |

3.3.1 Amplificacion por PCR de los segmentos génicos HA y NA a partir de muestras

clinicas

Partimos de 29 muestras que habian sido positivas para Influenza A H1IN1pdm
mediante PCR en tiempo real. De las 29 muestras, 5 pertenecian a aislados clinicos del
afio 2009, 19 fueron aislados durante el afio 2011 y 5 en el afio 2013. A partir de estas
muestras se realizd la extraccion de RNA, retrotranscripcion y posterior amplificacidon
de los segmentos génicos HA y NA. Durante el primer round de amplificacion no se
detectod producto de PCR en el gel de agarosa, por lo tanto se procedié a una segunda
ronda de amplificacién (segundo round). En esta oportunidad se logré obtener los
fragmentos de tamafio deseado para cada uno de los genes estudiados, 1534pb para el
gen HA'y 1129pb para el gen NA.

En la tabla 3 se detallan las muestras para la cuales se obtuvo amplicén en el segundo
round de PCR. Se obtuvo producto de amplificaciéon en la gran mayoria de las mezclas
de reaccion que contenian cDNA como molde, logrando un 93% de eficiencia en el
método de amplificacion del gen HA y un 89% para el gen NA. Asimismo y conforme a
lo esperado, no se obtuvieron productos de amplificaciéon en las mezclas de PCR donde
se sustituyd el cDNA por agua para la reaccién del control negativo. Una vez obtenidos
los amplicones, éstos fueron purificados y secuenciados bidireccionalmente por el

método de Sanger.
Tabla 3. Amplicones obtenidos en el segundo round de PCR para cada uno de los genes estudiados.

I
>
2
>

Afio Muestra
1

3
2009 4

2011 96

2013 259

AN N Y A N N N N N N N N N T N S N N NN B N N N TN
AN N T N N e N N N N N N N N N N N N3 TS N NI N
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3.3.2 Determinar la variabilidad genética de VIA que circulan en Uruguay y en la

region sudamericana y la relacidon de estas cepas con las estirpes introducidas en las

vacunas para el hemisferio sur en cada afio mediante abordajes filogenéticos

Con el objetivo de estudiar la variabilidad genética de los virus Influenza A HIN1pdm
que circularon en Uruguay durante los afios 2009 al 2013, la relaciéon de éstos con
cepas aisladas en la regidon sudamericana y con la cepa vacunal recomendada para el
hemisferio sur para los afios de estudio (A/California/07/2009), se realiz6 en primer
instancia un analisis filogenético utilizando el segmento génico HA. Es importante
destacar que la regiéon estudiada comprendid desde el aminoacido 86 al 488. Para ello,
construimos un dataset conteniendo 113 secuencias de HA, 36 de ellas pertenecian a
cepas aisladas en Uruguay y de las cuales 27 fueron obtenidas durante esta tesis. El
resto de las secuencias se obtuvieron de la base de datos de Influenza de los Alamos
(FLU LANL database) y la base de datos GISAID. El dataset incluyé ademads secuencias
representativas de los clados identificados en el periodo pandémico y post-pandémico.
El resultado de este analisis se muestra en la figura 12.

53



100

A/Pemambuco/107/2000
AlUruguay/ 1672000
6_5| AlUruguay/8/2000
AlUruguay/3/2000
79 61, AtUruguay/40/2000
1 AlUruguay/04/2009
b AlUruguay/03/2000
65 A’Shanghai/1/2000
AJOhia/07/2000
A/San_Salvador/0168T/2000
AlUruguay'4/2000
AlUruguay/38/2000
AlUruguay/35/2000
A/Uruguay/11/2000
AlUruguay/01/2000
AlUruguay/05/2009
A/Uruguay/06/2000
AlQuebec/1441472000
A/Calfornia/14/2000
AlArgentna/08AR/2000
A/Argentina/7880/2000
AJArgentina/9721/2000
A/CastralJXP/2009
A/Chile/3586/2000
AMinas_Gerais/14602/2009
[— A/Denmark/523/2000
b A/Argentina/8574/2000
ARio_de_Janeira/7 13172000
ﬂl—_A/Rio_ae_M%smoo
ANVladivostok/01/2000
— A/Pemambuco/126/2000
A/Pemambuco824/2000
|— A/Toronto/T5362/2000
Alltaly/127/2009
A/New_York/3324/2000
A/Shanghai/143T/2000
ABrazlAVS04/2000
ABrazlAVS052000

AlRio_de_Janeira/5772/2009
A_virus_A/Beijing//2000
AWisconsin/829-D00002/2009
ANew_York/4735/2000
A'Sao_Pauio/14542000
A'Santa_Cnz/21841/2000

. A/Santa_Cnz/48831/2000
— A/Califomia/07/2000

e A/Califomnia/04/2009

7/

AlUruguay/34/2008

Capitulo I

Gr 7 pdm

Gr 6 pdm

Gr 5 pdm

Gr 1 pdm’(vacunal)

54



Capitulo I

_ﬂw— Gr7
B Grs C Gré6 ATocantns/45384/2012
. APara/11846472012
e APara/1178962012 | 6D
—— ‘—1 3 A/Sa0_Paul6-9441/2012
A/Astrakhan/1/201 — A_virus_A/Nebraska/1022012
A/Sa0_Paulor2- 24927/2011 e AHONG_KONGS502012 e 6 A
AlSantiago/p9d ALMaINS3_67172012
@nmdp:gg:%“ AlSantiago/p20d2/2013
86 AlSantiagoip9d3/2011 Mzmm1§
b A/Stockhoim/35/2011 Mot ASantiago/p13d2/2013 | 6C
_ﬁ/s:magorpzmzrzon | _jAsan 1
ASantiagoip21d3/2011 ASantiago/p13d1/2013
AUnUQuUay/35/2011 g4 | AEstonia7738912013
ASa0_Paul/1927972013
66| ALIM070674913/2013
A/Santiago/p25d02013
Sq e A/SoUth_Carolina/01/2013
pond AlUruguay/2592013
AlUruguay/254/2013
— Aldruguay253/2013
AlUruguay/271/2013
APara/1228052013
APara/122687/2013
sagebe AlPara/122682/2013 6B
11 b A/Maranhao/120445-IEC/2014
ANUngUay/45/2011 b A/South_Africa/2865/2013
A/Uruguay/8a/; A/Santiagoip18d2/2013
AP"“"F;ERNW“ AMississippi/3518/2013
b A/Santa_t C:u./.'125410009 A/Connecticut/052014
_ ASanta_Cruz/0052010 APPara/129504-EC/2014
ASanta_Cruz/99572010 ArSantiago/p 184172013
ARIG_de_Janero/88/2010 A/Sa0_Paulo20229/2013
_Gerais/490/2009 ANorway/2417/2013
APemambuco/d5872009
Gr3 AlSa0_Pauio/3-131082013
e o e A/CZECH_REpUDIC/322011 quumm Gr 2
e Grs
:q 4= Gr 4
ARanta Cnrr/12541
D Gr7

ALIMA/INS3_680/2012
ALMA/INS3_678/2012
78 fm A/St Petersburg/100/2011

7 —”LNNOM3‘1/1G7512013
I A/Uruguay/272/2013

4 Groé
A/Czech_Repubiic/322011 — G
s Grs
— Gr 4

AlSanta_Cruz/12541/2009

_{— A/Santa_Cruz/0052010
AlSanta_Cnz/9952010

ARio_de_Janeiro/88/2010
—mms_oerasusmoog
A/Pemambuco/458/2009

‘ Gr 3

Figura 12. Arbol filogenético de maxima verosimilitud del segmento génico HA de virus Influenza A
H1N1pdm. Para el analisis se utilizaron 114 secuencias, 36 pertenecian a muestras uruguayas, el resto
de las secuencias pertenecian a otros paises de la regiéon sudamericana, asi como secuencias de
referencia para los grupos Gr 1, Gr 5-pdm, Gr 6-pdm y Gr 7-pdm y grupos post pandémicos Gr 5, Gr6 y
Gr 7. Ademds se agregd al analisis una secuencia de HA de un virus HIN1 del afio 2008
(A/Uruguay/34/2008), como grupo externo. Se utilizé el modelo estadistico de Maximum Likelihood y
como prueba de la filogenia se utilizd el método bootstrap con un nimero de 1000 réplicas. El modelo
de sustitucidn nucleotidica empleado fue el Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) + gamma. Los nameros de
cada nodo representan el valor de bootstrap y la barra inferior de la figura denota distancia. Las cepas
uruguayas pertenecientes al afio 2009 se muestran en rojo, las del afio 2011 en verde y las del 2013 en
azul. La figura 15(A), muestra los grupos filéogeneticos que circularon durante la pandemia en la region
sudamericana y se observan los distintos grupos post pandémicos. El asterisco indica en cuales de estos
grupos se encontraron las secuencias uruguayas. 15(B), 15(C) y 15(D) muestran los grupos Gr 5, Gr 6 y Gr
7.
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Basados en la secuencia del gen HA identificamos un Unico grupo filogenético que
circuld durante el afio 2009 para las muestras uruguayas. Este grupo se identific6 como
Gr 7-pdm debido a que las secuencias se encontraron en el mismo cluster genético que
las secuencias de referencia para ese cluster (A/Shanghai/1/2009, A/Ohio/07/2009,
A/Denmark/523/2009, A/California/14/2009 y A/Quebec/144/2009). Asimismo, el
analisis filogenético reveld que este grupo fue el mas distribuido a lo largo de la regién
sudamericana, ya que la mayoria de las secuencias se encontraron alli. Una situaciéon
diferente se puede apreciar en el caso de Brasil, donde diferentes cepas aisladas en
este pais se agruparon ademas en otros cluster filogenéticos como Gr 5-pdm y Gr 6-
pdm, junto a secuencias de referencia para estos clusters (A/New York/4735/2009,
A/Beijing/3/2009 y A/Wisconsin/629-D00008/2009) para el grupo Gr 5-pdm vy
(A/1taly/127/20009, A/New York/3324/20009, A/Shanghai/143T/2009 Y
A/Toronto/T5362/2009) para el grupo Gr 6-pdm.

Por otro lado, en la figura 12(A) se muestra la generacién los grupos filogenéticos que
circularon en el periodo post pandémico (Gr 2 al Gr 7) diversificados a partir del grupo
Gr 7-pdm. Mediante este abordaje filogenético se pudo determinar que las cepas
uruguayas aisladas en el periodo post pandémico (afio 2011 al 2013) se localizaron en
los grupos Gr 5, Gr 6 y Gr 7. Las secuencias correspondientes a las cepas aisladas en
Uruguay durante el afio 2011 se agruparon junto a la secuencia de referencia para el
grupo Gr 5 (A/Astrakhan/1/2011), ver figura 12(B). En este grupo también se
encontraron secuencias pertenecientes a Chile y Perd. Durante el afio 2013, el grupo
Gr 5 fue reemplazado por las cepas pertenecientes al grupo Gr 6 y Gr 7, las cuales co-
circularon en el mismo periodo de tiempo. Una de las cinco secuencias de cepas
Uruguayas aisladas en el afio 2013 se localizé junto a la secuencia de referencia del
grupo Gr 7 (A/St.Petersburg/100/2011). Por otro lado, cuatro de las cinco secuencias
obtenidas ese afo en Uruguay se agruparon con secuencias de referencia para el
grupo Gr 6, localizandose todas ellas en el subgrupo 6B junto a
A/Mississippi/3518/2013, A/Connecticut/05/2014 y A/South Carolina/01/2013, ver
figura12 Cy 12 D.

A fin de poder profundizar ain mas en el estudio de la variabilidad genética de estos
virus, realizamos un andlisis filogenético de 44 secuencias del segmento génico NA de
cepas de Influenza A HIN1pdm aisladas en Uruguay entre los afios 2009 al 2013. La
region analizada comprendidé desde el aminoacido 56 al 401. El resultado del analisis se
muestra en la figura 13.
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Figura 13. Arbol de maxima verosimilitud realizado para el segmento génico NA de las cepas de
Influenza A H1H1pdm circulantes en Uruguay. Cada cepa en el arbol se indica con el nombre y en cada
nodo se indica el valor de alLRT. La barra inferior de la figura denota distancia. La cepa vacunal
recomendada para el hemisferio sur durante el afio 2010-2013 (A/California/7/2009) se indica con una
flecha.
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Mediante este andlisis se pudo determinar nuevamente que todas las cepas aisladas
en el ailo 2009 se agrupan juntas y las cepas aisladas en los distintos afios se agrupan
en cluster distintos. Todos estos grupos fueron apoyados con altos valores de aLTR.
Asimismo, se puede observar que las cepas del afio 2009 estan mads relacionadas
genéticamente entre si y mantienen cierta distancia genética con aquellas aisladas en
el afio 2011 y 2013 y que la cepa vacunal A/California/7/2009 mantiene ademas una
distancia genética considerable con todas las cepas en las tres temporadas estudiadas.
Finalmente, este estudio evidencid la co-circulaciéon de dos linajes genéticamente
distintos en el afio 2013.

3.3.3 Caracterizacion de las cepas uruguayas estudiando el segmento génico HA y NA

3.3.3.1 Estudio de sustituciones en el segmento génico HA

Con el objetivo de caracterizar las cepas de VIA que circularon en Uruguay durante el
afio 2009 al 2013 en una primera instancia se analizaron los cambios de aminodacidos
qgue se generaron durante los tres afos de estudio. Dichas secuencias fueron
comparadas con la cepa vacunal (A/California/07/2009). Para llevar adelante este
estudio se alinearon las secuencia de HA con la cepa vacunal utilizando el programa
Clustal W [115] y posteriormente se tradujeron las secuencias de nucleétidos a
aminodcidos utilizando el programa MEGA 5 [108]. Los resultados de estos estudios se
muestran en la tabla 4 y anexo-capitulo I.
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Tabla 4. Sustituciones de aminoacidos en el segmento génico HA de cepas uruguayas comparando con
la cepa vacunal (A/California/07/2009).

Cepas 100 101 114 125 138 146 155 160 180 202 214 220 222 233 266 240 273 300 338 356 373 391 419 468
A/California/07/2009 P S D V S N H S K S A S R I V R A K | G E E K S
A/Uruguay/3/2009 S - - - - - - - - - - T - - - Q - - \Y - - - -
A/Uruguay/4/2009 S - - - - - - - - . . T - - . Q - - N - - - . .
A/Uruguay/6/2009 S - - - - - - - - - - T - - - Q- - vV R - - - -
A/Uruguay/8/2009 S - - - - - - - - - - T - - - Q - - vV R - - - -
A/Uruguay/11/2009 S - - - - - - - - - . T - - . .Q - - N - - - .
A/Uruguay/19/2009 S - - - - - - - - - - T - - - Q - - " R - - - -
A/Uruguay/35/2009 S - - - - - - - - - - T - - - Q - - v - - - - -
A/Uruguay/38/2009 S - - - - - - - - - - T - - . Q - - N - - - .
A/Uruguay/39/2009 S - - - - - - - - - - T - - - Q - - Y - - - - -
A/Uruguay/40/2009 S - - M- - - - - - - T - - - a - - Voo - - - -
A/Uruguay/01/2009 S - N - - - - - - - - T - - - a - - Voo - - - -
A/Uruguay/03/2009 S - - - N - - - - - - T - - - Q - - Vv - - - - -
A/Uruguay/04/2009 S - - M- - - - - - - T - - - a - - v oo- - - - -
A/Uruguay/05/2009 S - - - - - - - - - - T - - - a - - Voo - - - -
A/Uruguay/06/2009 S - N - - - - - - - - T - - - Q - - Vv - - - - -
A/Uruguay/88/2011 S - N - - - a - - - - T K v L Q - - voo- A K R -
A/Uruguay/90/2011 S - N - - - Q@ G - - - T K VvV L Q@ - - VvV - A K R -
A/Uruguay/98/2011 S - N - - - Q@ - - - - T K V L Q@ - - V - A K R -
A/Uruguay/117/2011 S - N - - - Qa G - - - T K v L Q - - voo- A K R -
A/Uruguay/118/2011 S - N - - - Q@ G - - - T K VvV L Q - - V - A K R -
A/Uruguay/141/2011 S - N - - - Q - - - - T K V L Q@ - - V - A K R -
A/Uruguay/35/2011 S - N - - - Qa G - - - T K v L Qa - - voo- A K R -
A/Uruguay/154/2011 S - N - - - Q - - - - T K V L Q - - V - A K R -
A/Uruguay/45/2011 S - N - - - Q@ G - - - T K V L Q@ - - V - A K R -
A/Uruguay/92/2011 s - N - - - Q - - - - T K VvV L aQ - - V - A K R -
A/Uruguay/37/2011 S - N - - - Q@ G - - - T K V L Q - - V - A K R -
A/Uruguay/113/2011 S - N - - - Q G - - - T K \% L Q - - Vv - A K R -
A/Uruguay/103/2011 S - N - - - Q G - - - T K \Y L Q - - \ - A K R -
A/Uruguay/112/2011 S - N - - - Q@ G - - - T K VvV L Q - - VvV - A K R -
A/Uruguay/96/2011 S - N - - - Q - - - - T K " L Q - - Vv - A K R -
A/Uruguay/108/2011 S - N - - - Q - - - - T K \ L Q - - \ - A K R -
A/Uruguay/253/2013 S - N - - - - - Q T - T - - - Q T E \ - - K - N
A/Uruguay/254/2013 S - N - - D - - Q T - T - - - Q T E \ - - K - N
A/Uruguay/259/2013 S - N - - - - - Q T - T - - - Q T E Y - - K - N
A/Uruguay/271/2013 S - - - - - - - Qa T - T - - - Q T E ] - - K - N
A/Uruguay/272/2013 s G - - - - - G | T T T K - - Q - - ) - - K - N

* La identidad con la cepa vacunal A/California/07/2009 es indicada con un guion.
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El alineamiento de las secuencias de aminodcidos de HA reveld que la gran mayoria de
las sustituciones tuvieron lugar en la region HA1 de la HA (aminoacido 18 al 344). Sin
embargo en la regiéon HA2 (aminoacido 345 al 520), se han encontrado algunas
sustituciones en cepas aisladas durante los afios 2011 y 2013. Pudimos observar
ademas, que todas las cepas uruguayas analizadas difieren de la cepa vacunal en
cuatro posiciones, 100, 220, 240 y 338. Dos de las cuatro sustituciones involucraron un
cambio en las propiedades fisicoquimicas del aminodcido. La sustitucion P100S cambio
de un aminodcido no polar (hidrofébico) a uno polar y la sustitucién R240Q cambid un
aminodcido polar bdsico cargado positivamente por uno polar sin carga. Asimismo,
observamos la existencia de sustituciones caracteristicas para cada uno de los afios
estudiados.

Dado que la principal funciéon de la HA es su participacion en la unién al receptor
celular, resulté interesante evaluar si existian sustituciones que generen cambios en la
polaridad, estructura y carga eléctrica en la proteina ya que dichas sustituciones
podrian afectar la funcién, asi como también el reconocimiento de los anticuerpos
neutralizantes.

Analizamos las posiciones de aminodcidos que forman parte de la regién de unién al
receptor y pudimos observar que ninguna de las muestras presentd sustituciones en
los sitios conservados de dicha estructura, los cuales se pueden visualizar en la figura
14 A. Observamos ademas que todas las cepas analizadas poseen el aminoacido acido
aspartico en la posicion 204 y en la posicién 239 (D204 y D239), ambos localizados en
el sitio de unidn al receptor. Estas posiciones son las principales determinantes de la
unién de la HA subtipo H1 al receptor humano permitiendo la transmision eficiente del
virus entre humanos [116], ver figura C.

Curiosamente, una de las muestras aislada en el afio 2013 (A/Uruguay/254/2013),
presentd una sustitucion localizada en el loop 130. La sustituciéon fue de una
asparagina por un acido aspartico en la posicion 146, N146D. Si bien se puede observar
la existencia de distintas sustituciones en el loop 130 para las distintas cepas de
Influenza, humanas, aviares y suinas, todos los cambios se dieron por aminoacidos de
igual propiedad fisicoquimica. En el caso de la sustitucién N146D, el cambio involucra
un aminodcido polar sin carga por un aminodacido polar acido cuya carga neta es
negativa.
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Figura 14. Analisis del sitio de unidn al receptor. A. Estructura tridimensional de un mondmero de HA,
mostrando dos dominios HA1 en verde y HA2 en rojo, reflejando la estructura secundaria de hojas By
hélices a y en negro la regién involucrada en la unién al receptor. B. Representacion del sitio de unién al
receptor mostrando el loop 130, el 190y el 220 y los residuos conservados Y98, W153, H183, y Y195 en
complejo con un analogo al receptor humano LSTc en la conformacién cis (PDB 2YP4) Extraido y
adaptado de De Graaf & Fouchier, 2014. C. Alineamiento de secuencias de los aminoacidos de distintas
cepas de Influenza A, aviares, humanas y suinas, analizando los sitios que se encuentra en el sitio de

unién al receptor.

3.3.3.2 Mapéo de las sustituciones en HA

Ademas de la funcién en el reconocimiento celular y la fusion de membranas, la HA es
el principal determinante antigénico contra el cual actua el sistema inmune. Trabajos
recientes han revelado la definicidon completa de los epitopes de las cepas A/H1
presentes en los virus A HIN1pdm, designados de la A-E 0 Sa, Sb, Caly Ca2 y Cb [54,
112]. Cambios en estos sitios permiten generar variantes de escape y cuando estas
sustituciones se fijan en la poblacién provocan la deriva antigénica.

Con el objetivo de visualizar en que regiéon de la proteina se localizaban los sitios
donde ocurrieron las sustituciones en el segmento génico HA, se realizd el mapeo de
los sitios utilizando el software PyMOL. Para ello, contamos con la estructura
cristalografica de la cepa A/California/04/2004 HIN1pdm (PDB: 3LZG), perteneciente
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al clado 1 [117], la cual es muy similar del punto de vista estructural a la cepa vacunal
recomendada para el hemisferio sur A/California/07/2009.

Los resultados de este analisis revelaron la existencia de diferentes variantes
antigénicas. Pudimos observar un total de ocho cambios de aminodcidos localizaron en
diferentes sitios antigénicos para las muestras uruguayas. En el sitio antigénico Ca, se
observé la sustitucidn S220T y R240Q en el 100% de las cepas, el cambio H155Q, S222L
en el 100% de los aislados pertenecientes al afio 2011, asi como la sustitucién S160G
en el 90% pertenecian al 2011 y 10% de los aislados del 2013. Con respecto a el sitio
antigénico Sa, se observaron dos sustituicones para las muestras del 2013, K180Q y
K180! en un 80% y 10% respectivamente. Finalmente, se pudo observar para una unica
muestra del 2013, una sustitucion que maped en el sitio antigénico Sb, la misma fue
S202T. Si bien la mayoria de los cambios fueron por aminoacidos hidrofificos, la
sustitucion S222L y K180l generd un cambio en la hidrofobicidad en esa posicidn, ya el
aminoacido leucina (L) y isoleucina (I) son hidrofobicos.

Por otro lado, identificamos una sustitucidon que si bien no mapeaba en ningun sitio
antigénicos, se localizd muy cerca del sitio antigénico Sb. Dicha sustitucién (1233V) se
observé en el 100% de las muestras del afio 2011.

Las sustituciones en las posiciones 100, 114, 138, 356, 373, 391, 419, 101, 146, 214,
468, 273 y 300 mapearon en regiones expuesta de la proteina, lo cual es consistente
con su naturaleza hidrofilica. Pudimos observar que los cambios en estas posiciones
también involucraron un aminodcido hidrofilico (P100S, D114N, S138N, G356R, E391K,
K419R, S101G, N146D, A214T, S468N, A273T y K300E), excepto en el caso de la
posicién 373, donde se dié un cambio de aminodcido hidrofilico a uno hidrofébico
E373A. Dicho cambio fue observado para las cepas aisladas durante el afio 2011.

Por el contrario, los aminoacidos en las posiciones 125, 233 y 266 naturalmente
hidrofobicos fueron sustituidos por metionina, valina y leucina respectivamente,
V125M (2009) y 1233V, V266L (2011). El mapeo de estas sustituciones no evidencié una
localizacion externa, ver figura 15 y anexo 1.
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Figura 15. Estructura tridimensional del homotrimero de HA mapeando sustituciones observadas para
las cepas uruguayas. En (A), las sustituciones encontradas en el 2009, en (B) las sustituciones
encontradas en el 2011 y en (C) y (D) las sustituciones encontradas en el afio 2013. Las figuras de la A-C
muestran tres estructura tridimensional del homotrimero de HA, una de ellas muestra uno de los
mondmeros en su estructura secundaria (HA1 en verde y HA2 en rojo) y para resto de la proteina su
estructura superficial en negro. Se representa con esferas blancas los atomos correspondientes a los
aminodcidos sustituidos en los aislamientos estudiados. Se representa con esfera de diferentes colores
los dtomos correspondientes a los aminodacidos ubicados en los sitios antigénicos y con circulos aquellas
posiciones donde ocurrieron cambios. En cian Sb, en violeta Sa, en naranjo Caly Ca2y en azul Cb. Ay C.
Vista lateral, B. Vista frontal, D. Vista superior. Las demas estructuras se muestran en superficie, donde
uno de los mondmeros se indica en gris y los dos restantes en negro. En este caso se muestran en
esferas verdes los atomos correspondientes a los aminodacidos sustituidos en los aislamientos
estudiados.

3.3.3.3 Estudio de sustituciones en el segmento génico NA

Con el objetivo de observar los cambios de aminoacidos que se generaron en el
segmento génico NA en las cepas uruguayas durante los tres afios de estudio y
comparar éstas secuencias con la cepa vacunal (A/California/07/2009), procedimos a
alinear las secuencias de NA con la cepa vacunal de la misma forma que se realizé para
HA. El resultado de este andlisis de muestra en la tabla 5.
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Tabla 5. Sustituciones de aminoacidos en el segmento génico NA de cepas uruguayas comparando con
la cepa vacunal (A/California/07/2009).

Cepas 70 106 123 136 144 185 200 217 241 248 278 296 299 301 321 339 351 369 382 386 388 397
A/California/07/2009 S Vv ) Q H H N K " N E W ) R S Y N G N S E
AfUruguay/PF/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
AfUruguay/DR/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
AfUruguay/905/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - _
A/Uruguay/890/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
A/Uruguay/878/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
A/Uruguay/856/2009 - L - - - - - - - D K - - - - - F - - - - -
A/Uruguay/842/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - _ _ _
A/Uruguay/835/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
AfUruguay/825/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
AfUruguay/815/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - _
AfUruguay/78/2009 - L - - - - - D - - - - - - F - - - - -
AfUruguay/76/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - _
A/Uruguay/70/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
A/Uruguay/689/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - _ _ _
AfUruguay/61/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
A/Uruguay/605/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - _
A/Uruguay/58/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - _
AfUruguay/57/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
AfUruguay/549/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - _
AfUruguay/518/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - _
A/Uruguay/5/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
A/Uruguay/495/2009 - L - - - - - - - D - G - - - - F - - - - -
A/Uruguay/479/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
A/Uruguay/39/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
AfUruguay/369/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
AfUruguay/345/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - _
A/Uruguay/323/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
A/Uruguay/319/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
A/Uruguay/18/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
A/Uruguay/11/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
A/Uruguay/123/2009 - L - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
AfUruguay/01/2009 - | - - - - - - - D - - - - - - F - - - - -
A/Uruguay/03/2009 - | A - - - - - - D - - - - - - F - - - - _
A/Uruguay/04/2009 - | - - - - - - D - - - - - - F - - - - _
AfUruguay/06/2009 - | - R D a - - - D - - - - - - F - - - - -
A/Uruguay/88/2011 - | - - - - - - D - - - - - - F - - - - _
A/Uruguay/90/2011 | - - - - - - - D - - A - - - F S - - - -
A/Uruguay/98/2011 - | - - - - - - - D - - A - - - F S - - - -
A/Uruguay/117/2011 - | - - - - - - - D - - A - - - F S - - - -
AfUruguay/118/2011 - | - - - - - - - D - - A - - - F S - - - -
A/Uruguay/141/2011 - | - - - - - - - D - - A - - - F S - - - -
A/Uruguay/35/2011 - | - - - - - - - D - - - - - - F S - - - -
A/Uruguay/154/2011 - | - - - - - - - D - - A - - - F S R - - -
A/Uruguay/45/2011 - | - - - - - - - D - - A - - - F S - - -
A/Uruguay/92/2011 - | - - - - - - - D - - A - - F S - - - -
A/Uruguay/37/2011 - | - - - - - - - D - - A - - - F S - - - -
A/Uruguay/113/2011 - | - - - - - - - D - - A - - - F S - - - -
A/Uruguay/103/2011 - | - - - - - - - D - - - G - - F S - - - -
A/Uruguay/48/2011 - | - - - - - - - D - - - -V - F S - - - -
A/Uruguay/112/2011 - | - - - - - - - D - - A - v - F S - - - -
A/Uruguay/96/2011 - | - - - - - - - D - - A - - - F S - - L -
A/Uruguay/108/2011 - | - - - - - - - D - - A - - F S - D - -
A/Uruguay/253/2013 - - - - - - S R | D - - - - v - F K - - - K
A/Uruguay/259/2013 - - - - - - S R | D - - - - v - F K - - - K
A/Uruguay/254/2013 - - - - - - S R | D - - - - v - F K - - - K
A/Uruguay/271/2013 - - - - - - S R | D - - - - v - F K - - - K
A/Uruguay/272/2013 - - - - - - S R I D - - - - - L F K - - - X

* La identidad con la cepa vacunal A/California/07/2009 es indicada con un guion.
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Con respecto a las sustituciones encontradas en el segmento NA, pudimos observar
gue todas las secuencias de este estudio fueron diferentes a la cepa vacunal
A/California/07/2009 en las siguientes sustituciones a nivel de aminoacidos, N248D y
Y351F. Al igual que en HA, detectamos sustituciones caracteristicas en NA para cada
uno de los afios estudiados. La mayoria de las cepas aisladas en el afio 2011 comparten
la sustitucion S299A y N369S, mientras que las muestras del afio 2013 comparten las
sustituciones N200S, K217R V241l, 1231V, N369K y E397K.

3.3.3.4 Mapeo de las sustituciones en NA

Al igual que en el caso de HA, se analizd en que regidon de la proteina NA se localizaban
las sustituciones de aminoacidos encontradas para las cepas uruguayas. De esta forma
se estudid la posible cercania de dichas sustituciones con el sitio activo de la enzima y
considerando que la proteina NA es el segundo principal determinante antigénico del
virus, evaluamos también si alguna de las sustituciones se encontraba en alguno de los
sitios antigénicos descriptos. Una vez mas utilizamos el software PyMOL vy la estructura
cristalografica cuyos PDB fue 3B7Q.

El resultado de este estudio mostré que la mayoria de las sustituciones que ocurrieron
en la proteina NA no se localizaron en la superficie de la proteina. Pudimos identificar
ademas, cuatro sustituciones en diferentes sitios antigénicos. La sustitucién N248D se
localizd en el sitio antigénico D, dicha sustitucidon se observd en todas las muestras
analizadas. Asimismo, en el mismo sitio antigénico identificamos la sustitucién N200S
en las cepas del afio 2013. Por otro lado la sustitucién E397K observada en las cepas
del aflo 2013 y las sustituciones N369K (2013) y N369S (2011), fueron localizadas en el
sitio antigénico A, ver figura 16(B).

Finalmente, se midié la distancia en angstrom (A) entre la molécula de Oseltamivir y
las posiciones para las cuales se observaron sustituciones, de forma de inferir cuanto
podrian afectar dichas sustituciones el sitio de unién a la droga. Mediante este
abordaje se pudo observar que si bien la mayoria de los cambios no afectarian el sitio
de unién al Oseltamivir, ya que se localizaron a mas de 3A de distancia, la sustitucién
en la posicién 278 (E278K) se localizé a 2.6 A de la molécula de Oseltamivir. Mas aun,
dicha sustitucion implicd el cambio de un aminoacido acido a uno basico, ver figura
16(C).
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Figura 16. Mapeo de sustituciones en la eestructura tridimensional de la NA. En A, cada cadena
polipeptidica del tetrdmero se indica como estructuras de superficie de colores gris y azul. En amarillo se
muestra el sitio de unién al receptor. En B, se muestran uno de los monémeros y en esferas negras los
atomos correspondientes a los aminoacidos sustituidos en los aislamientos estudiados. El sitio activo de
la enzima se muestra en amarillo y dentro de éste se observa la molécula de Oseltamivir. En colores se
indican los sitios antigénicos A-D; A (verde), B (magenta), C (rojo) y D (azul). En C, se muestra la
distancia en dangstrom entre el aminodcido de la posicion 278 y la molécula de Oseltamivir.
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3.3.3.5 Prediccion de epitipes B

Con el objetivo de evaluar si las sustituciones de aminoacidos encontradas estarian
afectando las propiedades antigenicas de la proteina NA. Nos propusimos estudiar los
epitopes de celulas B en la molecula de NA. Para realizar este estudio utilizamos un
dataset que contenia 146 secuencias aisladas en diferentes paices de la region. De esta
forma no solo evaluamos las sustituciones en nuestro pais, sino que logramos obtener
una visidbn mayor sobre la diversidad genética en la regidn sudamericana. Los
resultados de este analisis me muestran en la figura 17.

Figura 17. Prediccion de epitopes de células B en la proteina NA. En la figura se muestra la
comparacion entre la NA de la cepa vacunal para el afio 2010-2013 A/California/07/2009 vy las cepas
aisladas en la region sudamericana. El BepiPred muestra el puntaje (score) en funcién de la posicion de
los aminodacidos a lo largo de la proteina. Los puntajes por encima de umbral 0.35 se muestran en una
linea horizontal. Se muestra la comparacion de los putajes encontrados para la cepa vacunal (rojo),
A/Argentina/07-09/2009 (marrdn), A/Bahia/124/2009 (verde palido), A/Para/110264/2012 (verde),
A/Paraguay/138HCI/2009 (gris), A/Rio Grande doSul/678/2012 (amarillo), y A/Uruguay/118/2011 (azul).
La diferencia de epitopes en las posiciones 102-103 y 351-352 entre la cepa vacunal y las demds cepas
se indican con lineas punteadas verticales. La diferencia entre la cepa vacunal y la cepa aislada en
Paraguay en la posicion 229 se indica con una flecha.

La presencia de un epitope se muestra como un pico por encima del umbral de 0.35. La
mayoria de las sustituciones encontradas en NA no mostraron una variacién antigenica
significativa con respecto a la cepa vacunal. Sin embargo, todas las cepas analizadas
difieren de la cepa vacunal en dos regiones de epitopes cuya posiciones aminoacidica
fue 102-103 y 351-352. Mas aun, las cepas aisladas en Paraguay difiren en un epitope
en la posicidn 229 con respecto a la cepa vacunal, ver figura 17.
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3.3.3.6 Analisis de potenciales sitios de Glicosilacidn

Los patrones de glicosilacién en las proteinas HA y NA pueden afectar las propiedadaes
antigénicas, la especificidad y afinidad de unién al receptor y la virulencia [118, 119].
Por esta razén, analizamos los potenciales sitios de N-glicosilacion para ambas
proteinas mediante el servidor NetNGlyc 1.0.

Mediante esta aproximaciéon logramos determinar que todas las secuencias HA
analizadas comparten tres sitios de glicosilacion conservados con la cepa vacunal y no
se detectd presencia o ausencia de potenciales nuevos sitios para esta proteina. Con
respecto a NA, todas las secuencias analizadas, comparten siete sitios de glicosilacién
conservados con la cepa vacunal. Sin embargo, observamos un nuevo sitio potencial de
N-glicosilacion en la posicion 143 en una cepa aislada en Brasil (A/Minas
Gerais/21/2009), asi como también identificamos que ciertos sitios de N-glicosilacién
presente en la cepa vacunal no se encontraron en las cepas aisladas en Sudamérica.
Dichos sitios se localizaban en las posiciones 68 y 88 de la cepa vacunal y no se
encontraron en la una cepa aislada en Uruguay (A/Uruguay/90/2011) y una cepa
aislada en Brasil (A/Santa Catarina/223/2012) respectivamente, ver figura 18.
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Figura 18. Potenciales sitios de glicosilacion en HA y NA. Los potenciales sitios de glicosilacidn identificados para cepas de Influenza A HIN1 pdm circulantes en la regiom
sudamericana son sefialados con flechas rojas. En A se muestra un alineamiento representativo del segmento génico HA de tres secuencias uruguayas , y en B se muestra
un alineamiento representativo del segmento génico NA.
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3.3.4 Estudio de la eficacia de la vacuna seleccionada para el hemisferio sur para el
ano (2009-2013)

Si bien la vacunacion es la manera mas efectiva de reducir la morbilidad y mortalidad
por el virus de la Influenza, la eficacia de la misma varia afio a afio, en parte debido a
las distancias antigénicas entre las cepas circulantes y la cepa vacunal. Por este motivo
se analizo la eficacia de la cepa vacunal entre los afios 2009 y 2013, teniendo en cuenta
que no se han realizado modificaciones en la composicién vacunal. Para ello, se utilizd
el método de p-epitope el cual estima la eficacia tedrica de la vacuna (E). Con los datos
de nuestras secuencias calculamos la distancia antigénica entre la cepa vacunal y las
cepas uruguayas de los distintos grupos filogenéticos identificados (Gr 7-pdm, Gr 5, Gr
6y Gr7),vertablaé6.

Tabla 6. Distancia aminoacidica para los cuatro grupos filogenéticos con respecto a la cepa vacunal
A/California/07/20009.

. - Numero de o . Eficaciadela  Numero de cambios en
Grupos Filogenéticos . Aiho P-epitope L. L.
secuencias vacuna (E) sitios antigénicos
G7 pdm 5
14 2009 0,059 0,347
$220T
G5
17 2011 0,100 0,223 4a5
D114N, R222K, 1233V, V266L
Gé 4 2013 0,100 0,223 4
D114N, S202T, S468N
67 1 2013 0,110 0,198 6
$160G, A214T

El presente estudio dio como resultado que entre los distintos grupos filogenéticos
identificados en este periodo de tiempo, las cepas pertenecientes al grupo filogenético
Gr 7-pdm, presentaron una mayor relaciéon con respecto a la cepa vacunal, siendo el p-
epitope = 0.059 y por lo tanto una eficacia de 0.347. Para este grupo el epitope
dominante fue el epitope E. Analizando las cepas del afio 2011 y 2013, pudimos
observar una disminucidon de la eficacia de la cepa vacunal. La comparacion de la cepa
vacunal con las cepas aisladas en el aifio 2011 Gr 5, reveld una eficiencia de 0.223.
Asimismo, observamos que para este ano el epitope dominante pasoé a ser el epitope
A. Al igual que lo observado para las cepas del Gr 5, la comparacién de la cepa vacunal
con aquellas pertenecientes al grupo filogenético Gr 6 el analisis de distancia
antigénica mostro una eficacia vacunal de 0.223. Asimismo, pudimos observar una vez
mas el cambio de epitope dominante, siendo en esta oportunidad el epitope D.
Finalmente la comparacidén de la cepa vacunal con el grupo definido como Gr 7
presentd el valor de eficiencia menor siendo esta de 0.198 y el epitope dominante fue
el E.
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3.3.5 Determinar polimorfismos asociados a resistencia a antivirales

Con la finalidad de analizar la existencia de cepas resistentes a los NAls durante los
afios 2009 y 2013, se estudié la presencia de cambios en aminoacidos caracteristicos
en el segmento génico NA asociados a la resistencia de estas drogas, tanto en cepas
uruguayas como en cepas de la regién. Para ello, se realizé un dataset con 343
secuencias correspondientes al segmento génico NA de muestras aisladas en Uruguay
y en diferentes paises de la regién. Las sustituciones de aminoacidos para las cepas
uruguayas se muestran en la figura 19 y el analisis para la regién sudamericana se
detalla en la tabla 7.

1223R/M/T/V  v23am ( V2a1))
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Figura 19. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de NA de seis cepas representativas de Influenza
A provenientes de Uruguay. Las cepas se muestran por su nombre a la izquierda de la figura. Los
cambios aminoacidicos caracteristicos en las posiciones 223, 247, 275 y 295 en la proteina NA, asociados
a la resistencia a los NAls se indican con flechas negras, mientras que aquellas sustituciones que
aumentan el fitness viral de los virus resistentes H275Y se indican con flechas rojas. En circulos se indica
las sustituciones detectadas en los virus aislados en Uruguay mediante secuenciacién de Sanger.
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Tabla 7. Analisis de los polimorfismos asociados a la resistencia de los NAls en la region
Sudamericana.

Sustitucion aa Afio 2009 (n=124) Afi0 2011 (n=54) Afi02012(n=93) ARo 2013 (r=72)

H275Y 2(1,61%) 0 5 (5,4%) 1(1,4%)
1223R 0 0 0 0
1223M 0 1(1,85%) 0 0
1223V 0 0 0 0
1223T 0 0 0 0
S247N 0 1(1,85%) 0 0
N295S 0 0 1(1,8%) 0
V241 0 30 (55,5%) 93 (100%) 62 (86,1%)
N369K 0 32(59,3%) 93 (100%) 64 (88,0%)
R257K 0 0 0 0
T289M 0 0 0 0
V234M 0 0 0 0

Mediante el analisis de las secuencias consenso, no logramos identificar sustituciones
asociadas a resistencia a los NAls en las muestras uruguayas. Sin embargo, el analisis
de las secuencias de NA de virus aislados en diferentes paises de la regidn
sudamericana permitié identificar la sustitucion H275Y en muestras del afio 2009,
2012 y 2013, siendo en el 88.8% de los casos, cepas aisladas en Brasil. Asimismo, se
observaron las sustituciones 1223M y S247N para dos muestras del afio 2011 vy la
sustitucion N295S en una muestra del afio 2012.

En Uruguay, las sustituciones V241l y N369K se observaron para las muestras del aio
2013. Sin embargo, dichas sustituciones ya estaban presentes en cepas circulantes en
la region desde el afio 2011.
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3.4 Discusion Capitulo |

En una primera instancia el trabajo se centré en obtener las secuencias de las
segmentos génicos HA y NA, a partir de virus aislados de exudados nasales y aspirados
naso-faringeos de pacientes uruguayos (hospitalizados y ambulatorios) diagnosticados
con enfermedad tipo Influenza (ETI), insuficiencia respiratoria aguda (IRA) e
insuficiencia respiratoria aguda grave (IRAG), tomados en un periodo de tiempo que
abarca el afno 2009 al 2013. Utilizando protocolos previamente puestos a punto y
primers disefiados en nuestro laboratorio, se procedid a la extraccion de RNA,
retrotranscripcion y posterior amplificacion por PCR en dos round. Como era de
esperarse, no se obtuvo sefal de amplificacién en el gel de agarosa en el primer round
de amplificacién debido a la baja carga viral en las muestras clinicas. Una vez realizado
el segundo round, se logré obtener amplificacion del gen HA en un 93% de las
muestras analizadas y de el gen NA en un 89% del total de muestras. Dichos resultados
indican una gran eficiencia del método de amplificacion utilizado. Con respecto a las
muestras para las cuales no se logré obtener amplicén, las mismas presentaron altos
valores de CTs, indicando baja carga viral. En el caso de la muestra 34 el CT fue de
35.71 y para la muestra 56 el CT fue de 37.73. Para el caso de la muestra 05 (2009) no
contamos con los datos de CT.

La determinacion de la diversidad de las cepas HIN1pdm es de gran importancia para
poder entender la evolucién y la dispersién de la pandemia, y de predecir el impacto
futuro en las poblaciones humanas [59]. Con respecto a la dindmica filogenética de los
virus Influenza A H1IN1pdm estudios anteriores, basados en mutaciones especificas en
el genoma viral, mostraron una temprana diversificacién del virus en 7 clados o grupos
filogenéticos que circularon en el periodo pandémico (G1, G2-pdm al G7-pdm) [66, 67].
El andlisis filogenético realizado con el segmento génico HA de virus Influenza A
HIN1lpdm aislados de muestras clinicas durante el afio 2009 al 2013 reveld la
circulacién de 4 grupos genéticos en Uruguay durante este periodo, ver figura 12(A) a
12(D).

En este estudio identificamos que todas las cepas aisladas en Uruguay, asi como la
mayoria de cepas aisladas en la regién, pertenecian al clado 7 Gr 7-pdm. Las
sustituciones aminoacidicas en la proteina HA que definen el clado 7 (P100S, S220T y
I338V) se encontraron en todas las cepas sudamericanas, ver tabla 6. Ninguna de estas
sustituciones se encuentra presente en la cepa vacunal A/California/7/2009, la cual
pertenece al clado 1.

Asimismo, en el analisis filogenético de HA observamos que otros linajes habian
circulado en la regién durante el afio 2009 (G7-pdm, G6-pdm y G5-pdm), asi como la
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co-circulaciéon de linajes en paises como Brasil, como ya habia sido descripto
previamente [72, 120, 121]. Actualmente aldn no esta claro si estas diferencias son
debidas a la severidad clinica de cada caso o a la capacidad replicativa entre los linajes
co-circulantes [66].

Al igual que se observd en otras regiones, el clado G7-pdm fue el mas distribuido
durante el periodo pandémico [66, 67]. La dominancia de este clado frente a los
demas, se podria atribuir a su introduccion inicial en la ciudad de Nueva York, lo que
probablemente facilitd su rdpida dispersién global debido a su alta interconexion
internacional [122]. Aun queda por saber si esa predominancia se debe a una mejor
capacidad replicativa del virus o se debe a una mejor transmision del virus a humanos.

El fin de la pandemia fue declarado en agosto del afo 2010 por la Organizacidn
mundial de la salud. En Uruguay no se reportaron casos de Influenza A HIN1 para el
afo 2010, esto podria deberse a la inmunidad rebafio generada por la campafia de
vacunacién masiva contra el virus pandémico en el afio previo. Desde entonces, el
virus ha circulado como un virus estacional junto al virus de Influenza A/H3N2 y dos
linajes del virus Influenza B, causando epidemias anuales durante los meses de
invierno, con un menor impacto en la morbilidad y mortalidad que durante el periodo
pandémico.

En base al analisis del segmento génico HA de virus circulantes en el periodo post
pandémico, se ha observado recientemente una nueva diversificacién de este virus a
partir del clado 7 o Gr 7-pdm, definiéndose nuevos grupos filogenéticos (G2 al G7,
incluidos los subgrupos 6A al 6C). Mas aun, las cepas que circularon en la temporada
(2012-2013) del Gr 6 fueron clasificadas en distintos grupos 6A al 6C. Los virus del Gr 5,
6 y 7 fueron los mas distribuidos en el mundo y poseen una combinacion de
sustituciones caracteristicas D114N, R222K, 1233V y V266L (Gr 5), D114N, S468N y
S202T (Gr 6) y S160G, A214T y S541N (Gr 7) (WHO 2012a). El aumento en la diversidad
de estos virus fue observada en paises como Turquia, Japon, India y Tunez [123-126].

Los resultados del presente estudio indican que las cepas uruguayas y de la region
sudamericana, aisladas en el periodo post pandémico, circularon en tres de estos
nuevos grupos (Gr 5, Gr 6 y Gr 7), ver figura 12. Las cepas uruguayas que circularon
durante el afio 2011 pertenecian al Gr 5, mientras que en los afios subsiguientes co-
circularon cepas del Gr 6 y Gr 7. Analizando el arbol filogenético podemos observar
gue mientras las cepas del afno 2012 pertenecieron al Gr 6A y Gr 6D, las que circularon
en el afo 2013 se agruparon con cepas del Gr 6By 6C.
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Estos resultados concuerdan con estudios recientes donde muestran la circulacién
durante la temporada 2011-2012 en Argentina de virus pertenecientes al Gr 5, Gr 6 y
Gr 7 [127]. Al igual que en Uruguay, en Brasil durante el afio 2011 circulé
mayoritariamente virus pertenecientes al Gr 5 y para el afio 2013 Gr 6 y Gr 7 [128].En
suma, a partir de la topologia del arbol de maxima verosimilitud se aprecia una clara
dinamica temporal de estas cepas, ademds de la co-circulaciéon de grupos genéticos y
subgrupos en un mismo periodo de tiempo, asi como el remplazo de ciertos grupos a
lo largo del tiempo.

Paralelamente, se estudid la variabilidad genética de los virus Influenza A HIN1pdm
mediante un abordaje filogenético diferente en donde se consideré la informacién
genética codificada en el segmento génica NA. Este estudio dio como resultado que
todas las cepas aisladas en el afio 2009 se agrupan juntas y las cepas aisladas en los
distintos afos se agrupan en cluster distintos. Asimismo, todas las cepas del afio 2009
estaban mas relacionadas genéticamente entre si y mantienen cierta distancia
genética con aquellas aisladas en el afio 2011 y 2013. Ademads la cepa vacunal
A/California/7/2009 fue genéticamente distante a todas las cepas de las tres
temporadas estudiadas. Finalmente, este estudio evidencid la co-circulacién de dos
linajes genéticamente distintos en el afio 2013 en Uruguay [129]. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos para el segmento génico HA, en el cual se identificd dos
grupos filogenéticos circulando en el aifio 2013 (Gr 6y Gr 7).

La proteina HA es el principal determinante antigénico del virus y es responsable
ademas de la entrada del virus a la celula hospedadora. El andlisis en el gen que
codifica esta proteina es esencial a la hora de determinar patrones de virulencia,
procesos de deriva antigénica, asi como determinar la distribucion geografica vy
temporal de cepas virales [114].

Las suatutuciones K2E y Q293H han sido reportadas como potenciales marcadores de
virulencia en los virus Influenza A HIN1pdm [67, 130]. Asimismo, la posicidon 239 (222
en H3) se encuentra en el sitio antigénico Ca2, cerca del sitio de unién al receptor, por
lo que cualquier alteracién podria afectar la especificidad de unién [128, 131]. Estudios
recientes han reportado que la sustitucién D239N/G/E potencia la unién a receptores
acido sidlico unidos por enlaces a2-3, por tanto sugieren que virus con estas
sustituciones tendrian una mayor habilidad para unirse a células de pulmén en el
tracto respiratorio inferior en humanos, causando una enfermedad exacerbada [132,
133]. Asimismo, dicha sustitucion fue relacionada a casos fatales [67, 130]. El analisis
de la secuencia del gen HA obtenido por Sanger no evidencio la sustitucién D239N/G/E
en las muestras uruguayas.
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Evaluamos aminodcidos conservados en la secuencia de HA que forman parte del sitio
de unidn al receptor y las tres estructuras secundarias conservadas que delimitan esta
region [109, 110], ver figura 13c. Todas las cepas analizadas poseen el aminoacido
acido aspartico en la posicién 204 y en la posicion 239 (D204 y D239), localizados en el
sitio de union al receptor. Estas posiciones son las principales determinantes de la
unién de la HA subtipo H1 al receptor humano [116] permitiendo la transmisién
eficiente del virus entre los seres humanos. Sin embargo, una de las muestras aisladas
en el afio 2013 (A/Uruguay/254/2013), presentd una sustitucion localizada en el loop
130. La sustitucién fue de una asparagina por un acido aspartico en la posicién 146. Si
bien se puede observar distintas sustituciones en el loop 130 para distintas cepas de
Influenza, todos los cambios ocurren por aminodcidos de igual propiedad
fisicoquimica, mientras que la sustitucion N146D genera un cambio en la polaridad del
aminodcido, de un aminoacido polar con carga neta cero a un aminoacido acido
cargado negativamente.

Teniendo en cuenta que la variabilidad antigénica de los virus de la Influenza A es la
base de las epidemias recurrentes que ocurren cada afio, consideramos que la
caracterizacion de las variantes circulantes es de gran importancia a la hora de la
formulacidn de la vacuna para la préxima temporada invernal, dado que la efectividad
de la vacuna dependerd de cuan similares sean la cepa vacunal y la cepa circulante
[134]. Mapeando las posiciones para las cuales se encontraron cambios de
aminodacidos en HA, identificamos un aumento en el niumero de sustituciones
relacionadas a diferentes sitios antigénicos, desde el afio 2009 al 2013. En las muestras
del ano 2009 se identificaron dos cambios con respecto a a cepa vacunal, en las
muestras del ano 2011 de cuatro a cinco cambios y para las cepas del afio 2013, seis
cambios fueron observados. El aumento en el numero de sustituciones en la porciéon
globular de la proteina HA (HA1), observada en los virus que circularon en el periodo
post pandémico ha sido sugerido como un mecanismo de evasion de la respuesta
inmune del hospedero [135].

Identificamos una sustitucion que si bien no mapeaba en ningun sitios antigénicos, se
localizdé muy cerca del sitio Sb. Dicha sustitucidn, 1233V, involucré un cambio de
amonoacido de igual naturaleza hidrofébica, por lo cudl no creemos que produzca
grandes cambios a nivel proteico, ni en el sitios antigénicos cercano. Por otro lado,
algunas posiciones no mapearon en sitios antigénicos, pero se encontraron en
regiones externas de la proteina, lo cual es consistente con su naturaleza hidrofilica,
excepto la sustituciéon E373A. Si bien ésta sustitucion se visualizd en una regién
externa, el cambio involucré un aminodcido hidrofilico. Probablemente el modelado
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de dicha sustitucion revelaria su verdadera posicién. Por el contrario, aquellas
posiciones con aminoacidos hidrofébicos no mostraron una localizacién externa y
posiblemente estén ubicados en regiones de contacto con las otras subunidades del
homotrimero, o bien en una regién interna de la proteina.

Al igual que en HA, se analiz6 en que regién de la proteina NA se localizaban las
sustituciones de aminoacidos encontradas en las cepas uruguayas. Se estudié la
posible cercania de dichas sustituciones con el sitio activo de la proteina y
considerando que la proteina NA es el segundo principal determinante antigénico del
virus evaluamos también, si alguna de las sustituciones involucraba algun sitio
antigénico.

Al igual que lo observado para HA, la mayoria de las sustituciones en la proteina NA se
localizaron en la superficie de la proteina en concordancia con estudios previos [72,
136]. Pudimos identificar ademas, cuatro sustituciones en diferentes sitios antigénicos.
Se pudo observar que si bien la mayoria de los cambios no afectarian el sitio de unién
al Oseltamivir ya que se localizaron a mas de 3A de distancia, la sustitucion en la
posicion 278 (E278K) se localizé a 2.6 A. Mas aun, dicha sustitucion implicé el cambio
de un aminoacido 4cido a uno bdsico, ver figura 15(C).

De forma de observar si en las sustituciones que ocurrieron en la NA podrian afectar
las propiedades antigénicas de la proteina, se realizé un estudio con el fin de predecir
epitopes de células B de la cepa vacunal A/California/7/2009 y las cepas aisladas en la
region. Pudimos determinar que las cepas aisladas en Sudamérica difieren de la cepa
vacunal en dos regiones que fueron predicha como epitopes, la cuales se encontraron
en las posiciones 102-103 y 351-352. Ademas se pudo observar que una cepa aislada
en Paraguay diferia en un epitope presente en la cepa vacunal. Estos resultados
sugieren que posiblemente estos epitopes no estén presentes en las cepas analizadas.

Tanto HA como NA son glicoproteinas y por tanto tienen la capacidad de unirse a
azucares por medio de enlaces N-glicosidicos. Los residuos de azucares se unen a
aminodcidos asparagina (Asn) conservados dentro de un motivo de secuencia (Asn-X-
Ser/Thr), donde X representa cualquier aminoacido. Dadas las caracteristicas
antigénicas de ambas proteinas, muchas veces los azucares expresados en la superficie
proteica protegen o modifican los sitios antigénicos como forma de evadir los
anticuerpos neutralizantes. Dichos azucares pueden afectar también la especificidad
de unién al receptor, la virulencia, asi como las propiedades bioldgicas de ambas
proteinas [118, 119]. Es por este motivo, que nos interesé evaluar los sitios de
glicosilacion en las cepas uruguayas y de la regién. Realizamos la prediccion de estos
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sitios utilizando el servidor NetNGlyc 1.0 y pudimos determinar un potencial sitio de
glicosilacion en una de las cepas aisladas en Brasil, y la ausencia de dos potenciales
sitios de glicosilacién un una cepa uruguaya y una brasilera, posiblemente generado
como parte de un mecanismo de evasion a la respuesta inmune [118].

Mediante el andlisis filogenético pudimos observar que las secuencias de las muestras
tomadas en los afios post pandémicos tenian una mayor distancia genética que las
cepas pandémicas con respecto a la cepa vacunal. El calculo de la distancia antigénica
entre la cepa vacunal y las cepas pertenecientes a cada uno de los grupos filogenéticos
reveld una tendencia a la disminucidn en la eficacia tedrica de la vacuna a lo largo de
los afos. Asimismo se pudo determinar que el epitope dominante fue cambiando a lo
largo de los afos. Los resultados obtenidos usando la teoria de p epitope revelan que
mas estudios son necesarios para poder ver la eficacia de la vacuna entre la cepa
vacunal y las cepas circulantes y poder comprender las reglas por las cuales la
evolucién antigénica ocurre en los virus de la Influenza A y de esta forma contribir al
disefio de vacunas mas efectivas [137].

La vigilancia de la emergencia de cepas de virus Influenza resistentes a los antivirales
es de gran importancia tanto para tener un control global de las cepas circulantes
como para mantener el uso adecuado de los mismos durante las infecciones por virus
Influenza. Dado que los virus Influenza HIN1pdm son resistentes a los adamantanos,
los NAls han sido las principales drogas utilizadas, entre ellos, el Oseltamivir ha sido
ampliamente utilizado desde la Ultima pandemia. En consecuencia, la presion
impuesta por aumento en el uso de esta droga, ha permitido seleccionar variantes
resistentes, con una prevalencia de entre el 1 al 2% en disferentes paices [104, 138],
haciendo esencial el monitoreo de las cepas circulantes.

Mediante la informacidén obtenida por la secuenciacion de Sanger no detectamos las
sustituciones H275Y, N295S, S247N ni los polimorfiemos en la posicién 223 en las
muestras uruguayas, asociadas a casos de resistencia al Oseltamivir en virus Influenza
HIN1[90-92, 103, 139, 140]. Sin embargo, diversos estudios han reportado casos de
resistencia al oseltamivir en la regidon sudamericana [140, 141]. En concordancia con
estos reportes, cuando analizamos un total de 343 secuencias de NA de toda la regién
sudamericana pudimos detectar la sustitucién H275Y en muestras del afio 2009, 2012
y 2013, siendo en el 88.8% de los casos, cepas aisladas en Brasil y el resto de
Argentina. Asimismo, se observé las sustituciones 1223M y S247N para dos muestras
del afio 2011 y la sustitucién N295S en una muestra del afio 2012.

La transmisidon de virus resistentes H275Y, ha llamado la atencién, ya que como
mencionamos en la introduccién la mutacién H275Y tiene un efecto perjudicial en la
capacidad replicativa del virus en ausencia de Oseltamivir. Sin embargo, esto puede
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ocurrir ya que el virus puede adquirir sustituciones en su genoma que compensan el
efecto negativo de la sustitucién H275Y [95, 105, 106]. Este tipo de virus con
mutaciones permisivas, han circulado en la poblacion y podrian haber sido
responsables de los brotes de resistencia reportados en distintas comunidades [142,
143]. Es interesante notar que muchas de estas sustituciones fueron observadas en las
muestras uruguayas, asi como también en cepas de la regidn. Particularmente las
sustituciones V241l y N369K emergieron en Uruguay en el afio 2013, aun estando
presente en gran parte de las cepas circulantes de la regién desde al afio 2011. Estos
resultados muestran la potencial emergencia de virus resistentes a los INAs, ya que
una vez que ocurra la sustitucion en la posicion 275, la poblacién viral circulante ya
cuenta con las sustutuciones compensatorias que participan en éste efecto epistatico.
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4. Capitulo ll: Analisis la dinamica

poblacional de variantes virales de gripe A
H1N1 entre los anos 2009 al 2013
mediante secuenciacion masiva
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4.1 Objetivo general Capitulo Il

Analizar la dinamica poblacional de variantes virales de gripe A HIN1 entre los afios
2009 al 2013 mediante secuenciacién masiva.

Objetivos especificos
Construccion de librerias y secuenciacién masiva.

Establecer la diversidad genética del virus Influenza A HIN1pdm mediante el analisis
de variantes minoritarias para el segmento génico HA y NA

Detectar variantes asociadas a resistencia a los antivirales
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4.2 Materiales y métodos Capitulo Il

Para el anadlisis mediante secuenciacion masiva fueron seleccionadas dos muestras
clinicas correspondientes a cada uno de los afios estudiados, muestra 01 y 04 (2009),
88y 113 (2011) y 254 y 259 (2013).

La secuenciacién masiva fue realizada en la plataforma de secuenciacién del Instituto
Pasteur de Montevideo. Para la preparacion de muestras se utilizé el kit Nextera XT
DNA Sample Preparation Kit (lllumina). La corrida de secuenciacién se realizé en el
aparato MiSeq de Illumina.

4.2.1 Cuantificacion del DNA purificado

El éxito del ensayo depende fuertemente de la cuantificacion exacta del DNA input
para cada libreria. El kit Nextera requiere de una concentracion de DNA inicial (input)
de 1ng/ul. Por tanto, los productos de PCR purificados fueron cuantificados mediante
el fluorometro Qubit 2.0, utilizando el kit Labeling detection Qubit dsDNA BR Assay
System (Life technologies), el cual incorpora un agente intercalante fluorescente de
unidn especifica al DNA doble hebra.

El equipo es calibrado con dos estandares de concentracion y para la medida de cada
muestra se utilizé 1ul de DNA y la solucién de trabajo del Qubit (fluoréforo y solucién
tampodn) en una dilucién 1/200. También se preparé un estandar con 190ul de la
mezcla de trabajo con 10ul del estandar. El DNA de todos los amplicones se llevaron a
0.2ng/ul y finalmente se emplearon 5ul como DNA input para la preparacion de las
librerias.

4.2.3 Construccion de librerias:

4.2.3.1 Fragmentacion y purificacion de DNA por cuentas magnéticas (magnetic

beads)

El DNA debe de ser fragmentado para la preparacion de las librerias. Durante la
fragmentacion por parte de la enzima transposasa (cada 300pb aproximadamente) se
unieron fragmentos adaptadores a los extremos, el cual permite el siguiente paso de
amplificacién por PCR. Durante la etapa de amplificacion se afladieron primers que
hibridaron con los adaptadores de cada fragmento. Dicho procedimiento se representa
en la figura 20. Luego de la amplificacién por PCR, se purificd el DNA usando cuentas
magnéticas. Tanto para la fragmentacion, la amplificacion por PCR, como para la
purificacidn se siguieron las instrucciones suministradas por del fabricante.
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Figura 20. Diagrama de la contruccion de librerias utilizando el kit Nextera XT DNA Sample
Preparation Kit. En A la transposasa del kit con adaptadores es combinada al DNA doble hebra. En B se
muestra el paso de tagmentacién de cada fragmento y la unién con los adaptadores. En C se muestra la
unién de primers e indices que hibridaron con los adaptadores de cada fragmento (Extraido y adaptado
de Nextera DNA Library Preparation Kits Data Sheet).

4.2.3.2 Cuantificacion y control de calidad y tamaiio de las librerias

El analisis de calidad y cuantificacion de las librerias purificadas se realizd mediante el
aparato Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies).

4.2.4 Secuenciacion Masiva

Para la secuenciacién se utilizé el equipo MiSeq (lllumina) y en esta etapa se
combinaron volumenes iguales de cada una de las librerias normalizadas, se diluyeron
en buffer de hibridacidon y se desnaturalizaron por calor para ser cargadas en el
cartucho de secuenciacion. Durante la etapa de secuenciacidon, los adaptadores de
cada fragmento se hibridaron con primers universales unidos a un panel (flow cell) y
de esta forma se generaron clusters clonales de amplificacidon. EI DNA fue sintetizado
desde la zona de unién mediante la extensién del extremo 3’utilizando una enzima de
alta fidelidad. Durante esta etapa la polimerasa copia del DNA hibridado formando
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puentes de DNA doble hebra que son desnaturalizados en forma de dos cadenas
simples. Cada una de las cadenas hibridan nuevamente con otros primers y son
extendidas para formar loops de DNA doble hebra. Este proceso se repite para cada
molécula mediante numerosos ciclos de desnaturalizacion y amplificacién, de forma de
obtener millones de clusters clonales con aproximadamente 2000 copias de la
molécula molde. Posteriormente los primers de secuenciacion se hibridan a su
secuencia complementaria en los extremos libres de la secuencia molde de los clusters
para comenzar el proceso de secuenciacién. La secuenciacién permite la secuenciacién
masiva y paralela de millones de fragmentos utilizando un método de terminadores
flourescentes reversibles que detectan a cada base incorporada en la cadena naciente
de DNA. Los terminadores son removidos luego de la deteccion de cada base
permitiendo que el proceso de secuenciacién se extienda ciclicamenete hasta 100
veces. En la figura 21 se muestran los pasos mencionados anteriormente.

3

Figura 21. Representacion de la PCR tipo puente y las primeras etapas de secuenciacion. A. Unidon de
los fragmentos de DNA a los primers, B. Amplificacién por puente para generacién de clusters, C.
Desnaturalizacion de la molécula de DNA doble hebra, D Clivaje y remocion de los fragmentos reversos,
E. Unidn covalente de las hebras directas del cluster a los primers de secuenciacién y comienzo de la
secuenciacion. (Extraido y adaptado de Nextera DNA Library Preparation Kits Data Sheet).

4.2.5 Obtencidn de secuencias y analisis

Las secuencias correspondientes a cada muestra fueron discriminadas por Ia
combinacion de primers que se utilizé en la corrida (indices o index). Los datos de cada
corrida se analizaron mediante el programa MiSeq Reporter integrado al secuenciador
MiSeq y nos quedamos con aquellas secuencias que superaron los filtros de calidad y
cobertura del aparato en forma de fastq. Los datos de secuenciacion masiva fueron
analizados mediante el programa Viral Variance Analysis (ViVan). Dicho programa
permite identificar, caracterizar y comparar variantes genéticas dentro de las
poblaciones virales. Ademas aporta informaciéon adicional sobre la diversidad
poblacional, como cambios sindnimos y no sindnimos, y las tasas de
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transicion/transversidon para cada muestra analizada [41]. Las secuencias consenso de

cada segmento génico fueron inferidas a partir de los nucleétidos representados en
mayor frecuencia en cada posicion.
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4.3 Resultados Capitulo Il

4.3.1 Primera caracterizacion de variantes virales de VIA H1Nl1pdm mediante

secuenciacion masiva.

4.3.1.1 Construccion de librerias y secuenciacion por sintesis

Para el anadlisis mediante secuenciacion masiva fueron seleccionadas dos muestras
clinicas correspondientes a cada uno de los afios estudiados, muestra 01 y 04 (2009),
88y 113 (2011) y 254 y 259 (2013). Se obtuvieron seis librerias con los 12 amplicones,
segmento génico HA y NA para cada muestra clinica.

4.3.1.2 Analisis bioinformaticos: Validacion de Reads

Las secuencias (fastq) de los 12 amplicones superaron el control de calidad inicial de Ia
herramienta fastg-mcf. La cobertura promedio fue de 145590 reads por base
secuenciadas, superando en todos los casos el minimo establecido (100x), ver anexo
2-Capitulo II.

4.3.2 Identificacion de variantes minoritarias.

A partir de los datos obtenidos de secuenciacién masiva se pudo identificar variantes
mayoritarias y minoritarias para ambos genes. Las variantes fueron determinadas en
relaciéon a una cepa de referencia (cepa vacunal). Denominamos variantes minoritarias
a aquellas cuya frecuencia fue de entre 0.1 y 0.001, o lo que es equivalente a menores
o iguales a 10 % y mayores a 0.1%. Para el segmento génico HA se encontraron entre
265-908 variantes minoritarias y entre 3-35 variantes mayoritarias. En el caso del
segmento génico NA, pudimos observar entre 622-219 variantes minoritarias y entre
3-32 variantes mayoritarias. La mayor cantidad de variantes minoritarias para HA
correspondi6 a una muestra perteneciente al afio 2011 (muestra
A/Uruguay/113/2011), mientras que la muestra con menor nimero de estas variantes
fue una correspondiente al afio 2013 (muestra A/Uruguay/254/2013). Con respecto a
NA, las muestras aisladas en el afio 2009 mostraron la mayor cantidad de variantes
minoritarias, mientras que la muestra 88 perteneciente al afno 2011 presentd la menor
cantidad.

En la figura 22 se muestra en forma grafica el nimero de variantes minoritarias vy
mayoritarias detectadas para cada uno de los genes en cada una de las muestras
estudiadas. Si bien las muestras del afio 2011 y 2013 no fueron similares en cuanto al
numero de variantes, se puede observar una tendencia a la reduccion en el nimero de
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variantes minoritarias a lo largo de los afos. Por otro lado, pareceria haber una
tendencia a un aumento de en el nimero de variantes mayoritarias (representadas en
mas de un 10% en la poblacién) en el periodo de tiempo estudiado, siendo ésta
disminucion mas evidente para el gen NA. Observamos ademads que el gen HA
presentd mayor nimero de variantes mayoritarias y minoritarias en todas las muestras
estudiados, excepto en la muestra 254 del afo 2013 en donde se observa un mayor
numero de variantes minoritarias para el gen NA.
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Figura 22 Representacion grafica del numero total de variantes. Se representa el numero de variantes
encontradas para el segmento génico A) variantes minoritarias y B) variantes mayoritarias. Las muestras
del afio 2009 se indican en (rojo), 2011(verde) y 2013 (azul). Las variantes mayores a 10% estan
representadas con frecuencias > a 0,1 y las minoritarias con valores de frecuencia que se encuentra

entre 0,1y 0,001.
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4.3.3 Reconstruccion de secuencias consenso

Las secuencias consenso de cada segmento génico fueron inferidas a partir de los
nucledtidos representados en mayor frecuencia en cada posicién. Las secuencias
obtenidas por secuenciacién de Sanger y secuenciacién masiva fueron comparadas
para estimar las diferencias nucleotidicas generadas por ambos protocolos. Para el
caso del segmento génico NA, la comparacidén reveld tres sustituciones sinébnimas para
las muestras del afio 2013, G333A en la muestra A/Uruguay/254/2013 y G333A, A627T
y A750G en la muestra A/Uruguay/254/2013. Las muestras de los afios 2009 y 2011
presentaron un 100% de similaridad nucleotidica comparando ambos métodos.

Con respecto al segmento génico HA, observamos en total trece cambios sinénimos y
un cambio no sindnimo. Los cambios sindnimos fueron T1170C, T1191C en la muestra
A/Uruguay/01/2009, A373G y T1170C en la muestra A/Uruguay/04/2009, T402C en
A/Uruguay/88/2011 y T465C, A966G, A579G, T1041C, T1056C, G1158A, A1386G y
A1230G en A/Uruguay/259/2013. Para la muestra A/Uruguay/04/2009 se detectd un
cambio no sindnimo al comparar ambas secuencias consenso. Mientras que en la
secuencia consenso obtenida por secuenciacién de Sanger se habia observado el
cambio V125M, éste no se encontraba en la secuencia consenso reconstruida
mediante la secuenciacion masiva. Sin embargo, pudimos observar que dicho cambio
estaba representado en un 11.9% de las variantes.

4.3.3.1 Identificacion de cambios sindnimos y no sindnimos comparando con la cepa

vacunal

Se evaluaron los cambios sinénimos y no sindnimos en la secuencia consenso que fue
reconstruida para el segmento génico HA y NA para cada una de las muestras a partir
de la secuenciacién masiva con respecto a la cepa vacunal (A/California/07/2009).

Analizando el segmento génico HA, se identificaron siete cambios conservados para
todas las muestras estudiadas, de los cuales dos fueron cambios sindnimos y cinco no
sindnimos. Para las muestras del afio 2009 se identificaron dos cambios sindnimos y un
solo cambio no sindnimo. Analizando las posiciones de estos cambios en las muestras
pertenecientes al afio 2011 y 2013, se pudo observar que dichos cambios pasaron a
estar representados en variantes minoritarias o directamente desaparecieron de la
poblacién viral. Durante el afio 2011 se detectaron diecinueve cambios, once fueron
cambios sindnimos y 8 no sindnimos. Once de estas variantes ya circulaban como parte
de la poblacion viral de las muestras del afio 2009 en una frecuencia menor a 0.1,
formando parte de las variantes minoritarias. A su vez, nueve de estas once variantes
permanecieron como variantes minoritarias en las muestras del afio 2013. Con

90



Capitulo II

respecto a los cambios detectados para el afio 2013, nueve correspondieron a cambios
sinénimos y seis fueron cambios no sindnimos. Trece de estas variantes se
identificaron como variantes minoritarias en las muestras del aino 2011 y ocho fueron
identificados también en las muestras del afio 2009. Para algunas sustituciones se
puede observar que la frecuencia de las variantes va aumentando desde el afio 2009 al
2013, cuando estas ya forman parte de la poblacidon de variantes mayoritarias, ver
figura 24. Los cambios no sindnimos identificados en la secuencia consenso
reconstruida fueron los mismos que se detectaron mediante secuenciacion de Sanger,
ver figura 23.

Por otra parte, analizando el segmento génico NA se pudo identificar cuatro cambios
con respecto a la cepa vacunal en todas las muestras analizadas. Dos de estos cambios
fueron sinénimos y dos no sindnimos. Las muestras estudiadas pertenecientes al ano
2009 mostraron dos cambios sindnimos con respecto a la cepa vacunal. Dichos
cambios se observaron en las muestras de los afios 2011 y 2013 pero en frecuencias
mucho menor, siendo parte de las variantes minoritarias. En las muestras del ano 2011
se identificaron seis cambios sinébnimos y dos no sindnimos. Seis de éstos cambios ya
se encontraban representados en variantes minoritarias en el afio 2009 y luego en el
afio 2013, solamente tres de estos cambios permanecieron en la poblacién. Con
respecto a las muestras estudiadas pertenecientes al afio 2013 se pudo identificar
cuatro cambios sindnimos y seis no sindnimos. En este caso, cinco de estos cambios ya
circulaban en las poblaciones virales de los afios anteriores, ver figura 24.
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Figura 23. Representacion grafica de los cambios sinénimos y no sindnimos que ocurrieron en la secuencia consenso
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el gen HA con respecto a la cepa vacunal

(A/California/07/2009). En la figura se muestra en verde los cambios en la secuencia consenso para cada muestra estudiada (variantes mayoritarias), los cambios que no
fueron encontrados se muestran en rojo y los demds colores representan cambios que se encuentran en una frecuencia menor al 10% (variantes minoritarias).

92



NA

| p—

A/Uruguay/113/2011

A/Uruguay/88/2011

A/Uruguay/04/2009

A/Uruguay/01/2009

A/Uruguay/259/2013

A/Uruguay/254/2013

O o
S=.8
7.5 R
R RG
—~ 3 Q
on —

“ [« W
S &=
[} w2
(&l N
(] 0

111 SinK
N397K
N369K
209 Sin N
V2411
378 Sin N
K217R
N200S
240 Sin T
348 Sin G
D248N
Y351F
353 SinY
V106l
318 Sin C
356 Sin G
N369S
241 SinV
S299A
2368in G

R321W

Figura 24. Representacion grafica de los cambios sinénimos y no sinénimos que ocurrieron en la secuencia consenso del gen NA con respecto a la cepa vacunal
(A/California/07/2009). En la figura se muestra en verde los cambios en la secuencia consenso para cada muestra estudiada (variantes mayoritarias), los cambios que no
fueron encontrados se muestran en rojo y los demas colores representan cambios que se encuentran en una frecuencia menor al 10% (variantes minoritarias).
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4.3.4 Deteccion de variantes asociadas a resistencia a los antivirales.

En esta oportunidad utilizamos la tecnologia de secuanciacién masiva, de modo de
realizar un analisis de las poblaciones virales dentro de cada muestra, de manera de
detectar variantes asociadas a resistencia que se encuentren representadas en baja
frecuencia en la poblacién.

A pesar de la profundidad de la secuenciacidén, no se lograron identificar variantes
minoritarias que portaran la sustitucion H275Y en el segmento génico NA, ya que si
bien para algunas muestras se observé variantes con esta sustitucidn, su frecuencia
fue menor a 0.001 por lo tanto, estando en menos de 0.1% de la poblacion.

Sin embargo, si logramos identificar para la gran mayoria de las muestras, variantes
minoritarias con la sustitucion N295S, asociada a resistencia al Oseltamivir [139].
Asimismo, se observaron variantes minoritarias para alguna de las muestras con
sustituciones 1223/V/T/M, relacionadas a la disminucién en la susceptibilidad al
Oseltamivir y Zanamivir.

Con respecto a las sustituciones permisivas para la fijacidon de la sustitucién H275Y, si
bien los cambios V234M y T298M no fueron detectados y las sustitucion R257K se
observé en menos de 0.1% de la poblacidn, las sustituciones V2411 y N369K fueron
detectadas en variantes minoritarias y mayoritarias en distintas muestras. Mientras
que en el afo 2011 dichas sustituciones formaron parte de las variantes minoritarias,
para el afio 2013 tomaron mayor representacién pasando a formar parte de las
secuencias consenso, ver tabla 8.

Tabla 8. Frecuencias de variantes para posiciones relacionadas a resistencia a los INA.

Mutacion M/01/2009 M/04/2009 M/88/2011 M/113/2011 M/254/2013 M/259/2013

H275Y 0,08% 0,03% 0% 0,03% 0% 0,02%
1223R 0% 0% 0% 0% 0% 0%

1223M 0,07% 0,09% 0% 0,21% 0% 0,06%
1223T 0,09% 0,12% 0% 0,29% 0% 0,04%
1223V 0,10% 0,10% 0,02% 0,08% 0,01% 0,07%
S247N 0,08% 0,02% 0,08% 0,03% 0% 9,40%
N2958 0,18% 0,16% 0% 0,17% 0,08% 0,24%

V2411 0,05% 0,07% 0,14% 0,16% [199,93% " 199,77%
N369K 0% 0% 0,12% 0%  99.81%  99,93%
R257K  0,06% 0,08% 0,07% 0,06% 0,07% 0,01%
T289M 0% 0% 0% 0% 0% 0%
V234M 0% 0% 0% 0% 0% 0%
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4.4 Discusion Capitulo |l

Como mencionamos anteriormente, la alta tasa de error que experimentan los virus
RNA tiene como resultado la generacién y co-circulacion de variantes genéticas,
denominadas cuasiespecies. Las altisimas tasas de mutaciéon y el gran tamafio
poblacional de las cuasiespecies virales permiten a los virus RNA evolucionar y
adaptarse rapidamente a diferentes cambios durante una infeccién. Si bien el método
de secuenciacién de Sanger es muy utilizado para estudios de identificacidn viral y
analisis filogenéticos, el mismo presenta poca resolucidon para estudios poblacionales
ya que se basa en una Unica lectura de la secuencia y es capaz de detectar variantes
para cada posicién nucleotidica Unicamente si estan presentes en elevadas frecuencias
(30-40%)[37]. Mediante secuenciacién masiva podemos detectar variantes
representadas en menor frecuencia, las cuales pueden emerger, aumentando su
frecuencia en la poblacién, hasta convertirse en predominantes, bajo diferentes
presiones como las ejercidas por el sistema inmune, cambio de hospedador o como
resultado de la terapia antiviral. Por lo antedicho resulta de suma importancia estudiar
mediante esta metodologia de secuenciacidon, qué variantes circulan en los virus
pandémicos y post pandémicos y si éstas presentan diferencias genéticas en sitios
antigénicos o relacionados a la resistencia a los antivirales, ya que podrian emerger en
un futuro cercano.

Para el analisis mediante secuenciacion masiva fueron seleccionadas dos muestras
clinicas correspondientes a cada uno de los anos estudiados, muestra 01 y 04 (2009),
88 y 113 (2011) y 254 y 259 (2013). Consideramos que se logrd con éxito la generacién
de las librerias y la corrida de secuenciacién ya que las secuencias fastq de los 12
amplicones superaron el control de calidad inicial de la herramienta fastq-mcf y la
cobertura para cada gen analizado fue muy alta, superando en todos los casos el
minimo establecido 100X, siendo la cobertura promedio de 145590 reads por base
secuenciadas.

El analisis de las secuencias utilizando el software ViVan permitié establecer
parametros poblacionales tales como la presencia de variantes minoritarias vy
mayoritarias, cambios aminoacidicos asociados a las variantes y cambios sindnimos y
no sindnimos. El andlisis de diversidad poblacional mostré la presencia de variantes
minoritarias y mayoritarias en distinta proporcién para cada uno de los genes y en
cada uno de los afios estudiados. En términos generales, se observé un aumento en el
numero de variantes mayoritarias a lo largo de los afios y una disminucién en cuanto a
las variantes minoritarias. La mayor diversidad poblacional en referencia a las variantes
minoritarias observada para las muestras del afio 2009, podria explicarse, como un
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mecanismo de adaptacion, teniendo en cuenta que el virus se disemindé en la
poblaciéon humana por primera vez en el afio 2009. Observamos que los virus aislados
en el afio 2011 y 2013 presentaron una disminucion de estas variantes y un aumento
en el nimero de variantes mayoritarias, posiblemente, debido a la seleccién de
algunas variantes, como consecuencia de diferentes presiones impuesta por el
hospedero, como la respuesta inmune o terapias antivirales. Asimismo, pudimos
observar que, excepto para la muestra (A/Uruguay/254/2013), todas las muestras
analizadas presentaron mayor nimero de variantes mayoritarias y minoritarias para el
segmento génico HA vs NA.

Al comparar las secuencias consenso obtenidas por secuenciacién de Sanger y por
secuenciaciéon masiva, se estimaron las diferencias generadas a nivel de nucleétidos
mediante la utilizacion de ambos protocolos. En el caso de NA, las muestras de los
afios 2009 y 2011 presentaron un 100% de similaridad nucleotidica y una sola muestra
del afio 2013 presento tres sustituciones sinénimas. Con respecto a HA la comparacién
reveld la existencia de trece cambios sinébnimos y un cambio no sinénimo. Con
respecto al cambio, V125M, fue observado en la secuencia obtenida por secuenciacion
de Sanger y mediante secuenciacién masiva fue detectado pero como una variante
mayoritaria en una frecuencia de 0.119. Este cambio no formé parte de la secuencia
consenso reconstruida. Estos resultados evidencian la importancia de la profundidad
en la secuenciacién para obtener una informacién mas detallada de las estirpes
circulantes.

Cuando se realizé la comparacién, entre las secuencias consenso para HA y NA de cada
muestras con la cepa vacunal, se logré observar las mismas sustituciones no sindnimas
gue habian sido determinadas con la secuenciacion de Sanger. Mediante el empleo del
analisis a través de los heatmaps, se pudo observar como las variantes que emergieron
en el afio 2011 y 2013, formaban parte de la poblacién viral en el afio 2009. Pudimos
determinar que las variantes minoritarias de HA y NA exploran el espacio de secuencia
de manera diferencia a lo largo del tiempo y son capaces de emerger y formar parte de
las variantes mayoritarias.

Por otro lado, a pesar de las sustituciones asociadas a resistencia no fueron detectadas
en las muestras uruguayas analizando la secuencia consenso, obtenida por
secuenciacion de Sanger, la implementacion de las nuevas tecnologias de
secuenciacion permitio detectar diferentes variantes minoritarias asociadas a la
resistencia a los NAls. Asimismo, a pesar del bajo numero de muestras analizadas por
esta metodologia de secuenciacién, logramos observar cémo diferentes variantes
asociadas a restaurar el efecto negativo de la mutacion H275Y, pasaron de estar poco
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representadas en la poblacién viral en el afio 2009 y 2011, a encontrarse en altas
frecuencias, formando parte de la secuencia consenso en el afio 2013. El aumento en
la frecuencia de resistencia al Oseltamivir es de preocupar ya que ésta droga es en la
actualidad el agente antiviral mas utilizado para el control de las infecciones por virus
Influenza.

Dado la mayor disponibilidad y reduccién en lo que refiere a costos en estas
tecnologias de secuenciacidn, este tipo de estudios sugiere la importancia de la
implementacién de éstas tecnologias como parte de la vigilancia epidemioldgica de
estas cepas, de modo de predecir la emergencia de estirpes resistentes o variantes
epidémicas o incluso, con potencial pandémico.
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5.Capitulo lll: Estudio de cuasiespecies aisladas de

infecciones in vivo mediante secuenciacion masiva
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5.1 Objetivo Capitulo Il

Tomando en cuenta la dindmica poblacional de los virus RNA y el rol que juegan las
diferentes variantes minoritarias en la evolucién y patogénesis de estos virus, nos
planteamos realizar un primer abordaje al estudio de cuasiespecies aisladas de
infecciones in vivo, para estudiar la dinamica de variantes minoritarias en la
compartimentalizacién durante el transcurso de una infeccién.

Objetivos Especificos

Generacion de stocks virales y evaluacion in vitro de su estabilidad en el tiempo.

Puesta a punto de una infeccion oral en modelos murinos y posterior evaluacion de su
eficiencia.

Analizar variantes minoritarias en la poblacion de cuasiespecies y su posible
implicancia en la compartimentalizacion mediante abordajes de secuenciacion masiva.
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5.2 Materiales y métodos Capitulo Il

Para llevar a cabo los objetivos planteados en este capitulo, se empleard el modelo
Coxsackie Virus B3 (CVB3), el cual nos garantizara el uso de modelos murinos y un
grado de bioseguridad adecuado para llevar adelante estos experimentos.

5.2.1 Obtencidon de particulas virales

En primer lugar se realizé la transformacién de cepas Escherichia coli (E.coli) XL1-blue
utilizando el método de shock térmico, con dos clones infecciosos diferentes (CVB3-
Nancy y CVB3- H3). Dichos clones contenian la secuencia codificante para el genoma
de dos cepas del virus Coxsakie B3, Nancy y H3. Luego de la transformacidn, se llevo a
cabo la purificacidon del DNA plasmidico utilizando un kit de purificacién a partir de PCR
(Qiagen).

Para llevar a cabo la transcripcion in vitro del genoma, fue necesario en primer lugar la
linealizacién del plasmido mediante la enzima de restriccion Sal I, ya que el genoma
presentaba un Unico sitio de corte para esta enzima, justo antes del promotor T7. Para
dicha reaccion se utilizaron 5ug de DNA plasmidico y 50U de enzima. Esta mezcla se
incubd por 2 hs a 372C en buffer de reaccidn. La transcripcion in vitro se llevd a cabo
en un volumen final de 100ul conteniendo, 20ul de solucién tampon T7 5X, 5uL de DTT
(100mM), 2ul de NTPs (25mM), 2.5uL de RNAsa-out, 2ul de T7 RNA polimerasa
(Fermentas), 50ul de DNA linealizado y purificado y 18.5ul H,0. Finalmente, la mezcla
se incubd 3hrs a 372C. El RNA obtenido fue purificado con Fenol-Cloroformo,
cuantificado y almacenado a -802C.

Paralelamente in vitro, se trabajé con dos lineas celulares, Vero y Hela, las cuales
fueron crecidas y mantenidas en un medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) (Gibco) suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Gibco) al 10% y 1% de
estreptomicina/penicilina (S/P) (Sigma), a 372C en estufa de CO,; al 5%. Estos ensayos
se llevaron a cabo en una sala con nivel de seguridad 2.

Con el objetivo de generar particulas virales in vitro se realizo la transfeccidén de células
Hela. Para ello, se utilizaron células en una concentracién de 10 millones de células/ml
en PBS y se agregd 1-2ug de RNA invitrotranscripto por 10° células en un volumen de
400ul de células. Posteriormente, las células fueron electroporadas a 700V, 25mF y
maxima resistencia, utilizando el aparato GenePulserXCell (BioRad). Luego de la
electroporacidn, éstas células se incubaron en 10ml de medio a temperatura ambiente
y finalmete se pasaron a una botella de cultivo T25, las cuales fueron incubadas a 372C
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en estufa de CO, al 5%. A las 24hrs post infeccion (p.i) se visualizé al microscopio
Optico efecto citopatico total. Mediante sucesivas etapas de congelamiento y
descongelamiento fue posible realizar la ruptura de las células y por lo tanto la
libreracion de los viriones, (progenie cero = Po). Se centrifugd todo a 3500rpm por
5min, de forma de peletear las células y detritos celulares, y los virus en el
sobrenadante fueron alicuotados en criotubos y almacenados a -802C (stocks virales).

5.2.1.1 Infeccion en células Hela

A partir de la progenia inicial, denominada Po, se realizé la infeccidon en células Hela
con un Multiplicidad de infeccién (MOI) =1. Se visualizd el efecto citopatico total
aproximadamente 48 horas p.i y posteriormente se procedié a la obtencién de los
viriones de la (progenie uno=P1) al igual que en la etapa anterior.

5.2.1.2 Titulacion del virus

Las particulas virales se titularon mediante los métodos de titulacién por dosis
infectante 50% (TCIDsp) y por plaqueo viral. Para estos ensayos se utilizo la linea celular
Vero.

Para realizar la titulacion por dosis infectante 50% (TCID50), se partié de 150ul de cada
virus (progenie uno P1) y se realizaron diluciones seriadas 1/10 (-1 a -8) con medio
DMEM libre de SFB. Las diluciones se utilizaron para infectar monocapas confluentes
de células en placas de 96 pocillos (10.000 células por pocillo). Las placas se incubaron
en estufa de CO, al 5% a 379C y se revelaron una semana después de la infeccién
mediante el uso de formalina y solucién de cristal violeta al 0.025%. El titulo en todos
los casos se determind como el nimero de particulas virales por mililitro (ml).

En el caso de la titulacién por plagueo viral, se sembraron placas de 6 pocillos cada una
con una dendidad de 2 x 10° celulas/pocillo. Se realizaron diluciones de -1 a -8 a partir
de 30ul de los stock virales y se diluyeron en 270ul de medio DMEM libre.

Cada pocillo conteniendo la monocapa de células se infectd con 250ul de cada una de
las diluciones y fueron incubadas a 37°C por 1hr agitando las placas cada 10 minutos.
Luego de 1hr de infeccidn, se afadié a cada uno de los pocillos de la placa, 3ml de una
mezcla conteniendo (20ml de agarosa al 4% en agua con 400ml de medio DMEM
completo calentado previamente 42°C) Se dejo reposar 15-20min a temperatura
ambiente y luego se incubo a 37°C en estufa de CO,. . A las 48 horas p.i las placas
fueron reveladas con formalina 4% y cristal violeta. De esta forma se pudo calcular el
titulo viral contando las unidades formadoras de placa (PFU) para cada stock viral.
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5.2.2 Infeccidn in vivo

Para los estudios in vivo se utilizaron dos modelos murinos, por un lado ratones balb/c
y ratones CH3, hembras de 5 semanas. Ambos tipos de ratones fueron infectados con
un titulo viral de 1.0.10* TCIDso/ml en 250uL de forma intraperitoneal (IP) o por
infeccidn oral-Gavage (G), con las dos cepas de virus Coxsakie B3 (CVB3- Nancy y CVB3-
H3).

A los 3, 5y 7 dias p.i, los ratones fueron eutanasiados mediante el método de
dislocacion cervical, (tarea realizada por el Dr. Gonzalo Moratorio) y en cada caso se
tomaron muestras de pancreas, corazén y bazo, siempre manteniendo las muestras en
hielo. Se utilizaron tres ratones por punto de tiempo y por grupo como se muestra en
la figura 26. Estos estudios se realizaron en un laboratorio de bioseguridad nivel 3
perteneciente al Instituto Pasteur Paris.

p roo oA

Infeccion oral/TP dia 3 dias dia7

&4\ G

Infeccion oral/TP dia 3 diaS dia7

X Se toman muestras de pancreas,corazon y bazo

Figura 25. Diagrama de trabajo in vivo. A ambos modelos murinos (balb/c y CH3), se les administrd via
IP u oral una dosis de virus de 1.10" TCIDso/ml. A los 3, 5y 7 dias p.i, se tomaron muestras de pancreas,
corazon y bazo para su porterior analisis.

Durante el Procesamiento de muestras, cada uno de los érgano se homogeneizd en
1.3ml PBS en tubos con cuentas de porcelana (ceramic beads) y se centrifugd por 20
segundos a 5000rpm (2 veces), y luego a 10000rpm por 10min a 49C, de forma de
disgregar todo el tejido. Se tomaron 500ul de sobrenadante para la extraccién de RNA
por Trizol y para la titulacién viral se tomaron 500ul adicionales diluido en 500ul PBS.
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5.2.3 Evaluacion de la eficiencia de infeccion

La eficiencia de infeccion fue medida a través de la evaluacion del RNA gendmico viral
mediante RT-PCR cuantitativas (qRT-PCR), mientras que la produccién de particulas
virales fue evaluada por titulacién por dilucion limite.

Con el objetivo de evaluar la eficiencia de infeccion por gRT-PCR (cantidad de RNA
gendmico producido) por via intraperitoneal y por via oral a los 3, 5y 7 dias p.i se
realizé la extraccion de RNA y posterior qRT-PCR.

La extraccion de RNA se realizé mediante el método de Trizol-Cloroformo. A los tubos
que contenian 500ul de trizol y 500ul de muestra en PBS, se le agregd 200ul de
cloroformo, se mezclé y se centrifugo por 10min a 12000 rpm. Luego se transfirié el
sobrenadante a un nuevo tubo y se le adicind 1ul de Glycoblue, el cudl permite
mejorar la visualizacidn del pelet de RNA.

Se precipitd el RNA por el agregado de 500ul de isopropanol se mezcldé por inversion
varias veces, y se dejo incubar a temperatuta ambiente por 10min. Luego se centrifugd
por 20min a 12000 rpm vy al finalizar, cuidadosamente se aspird el sobrenadante y se
pudo apreciar un pelet de color azul correspondiente al RNA. Dicho pelet fue lavado
con etanol 75% y luego fue resuspendido en 40ul de H,O libre de RNAsas.

Para las gRT-PCR se utilizé el kit TagMan RNA-to-CT 1-Step Kit (Applied Biosystems). La
amplificacidn se realizé en un termociclador ABI 7000.

A partir de una muestra de RNA de concentracidon conocida se realizd una curva
estandar (y= -0,2837x + 12,611, R2 = 0.99912) con distintas diluciones cuya
concentraciones fue desde 10" a 10®. La mezcla de reaccion se realizé en unvolumen
final de de 25ul: se mezclé 5ul de una solucion tampdn 2X, 0.23ul de cada uno de los
primers (CVB3 For 5 GCATATGGTGATGATGTGTCGCTAGC3" y CVB3 Rev 5’
GGGGTACTGTTCATCTGCTCTAAA3’) 100uM, 1.9ul de la sonda MGB-FAM 5'-[6-
Fam]GGTTACGGGCTGATCATG-3' (2uM), 0.5ul de la enzima TagMan RT, 5ul de RNA vy
H,0 hasta completar el volumen de reaccién. Dicha mezcla se incubd a 502C por 30min
luego un paso de activacién a 952C por 10min, seguido de 40 ciclos de tres pasos
(desnaturalizacién a 952C por 15 segundos, hibridacién a 602C y extencion de 602C por
1min). Cada una de las muestras se midié por duplicado y se realiz6 un control
negativo utilizando H,0 en vez de RNA.
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5.2.4 Estudio de la diversidad poblacional por secuenciacion masiva

Con el objetivo de estudiar la variabilidad existente en las poblaciones de cuasiespecies
en distintos érganos a partir de una infeccion in vivo se realizé la retrotranscripcién
previo a la amplificacién de los genomas virales.

La retrotranscripcién se realizé a partir de 250ng a 1mg de RNA, utilizando la enzima
Maxima H Minus Reverse Transcriptase (Thermo Scientific). La reaccién comenzd con
una primera mix conteniendo el RNA, 1ul dNTPs 10mM, 1ul de oligo dT, y H,0 hasta
completar 15ul. Esta mezcla se incubé por 5min a 65°C y luego 1min en hielo, y
finalmente fue afiadida a una segunda mix conteniendo 4ul de solucion tampon 5X y
1ul de enzima. Las condiciones para el termociclador fueron: 50°C 30min, 85°C 5min y
finalmente 20°C 15min.

A continuacion se realizé una amplificacién por PCR de todo el genoma viral de
aproximadamente 7,4 Kb para cada una de las muestras mediante la enzima Phusion
DNA Polymerase High-Fidelity (Thermo Scientific). Para la amplificacion por PCR se
agregaron 4ul de cDNA a una mezcla con un volumen final de 50ul, conteniendo 10pl
de una solucion tampén 5X, 1ul de cada cebador 10mM (120F 5’
GAAAACGCGGGGAGGGTCAAA3" y 7297R 5°'ACCCCCTCCCCCAACTGTAA3’), 1ul de
dNTPs 10mM, 1ul de enzima, y 32ul de H20 MiliQ. La totalidad de la mezcla se calenté
a 98 9C 30 segundos y luego 35 ciclos con una temperatura de desnaturalizacion de 98
9C 10 segundos, hibridacion a 552C 30 segundos y de extensién a 72 2C por 1.30 min.
Finalmente se mantuvo a 722C por 10 min y se dejo a 25°C por unos minutos.

Con el objetivo de estudiar variantes virales en cada uno de los érganos se realizaron
las librerias y posterior corrida de secuenciacion, utilizando los mismos protocolos ya
descriptos anteriormente para la secuenciacion masiva de las cepas del virus de
Influenza. Una vez mas, luego de obtener los datos de secuenciacién masiva, éstos
fueron analizados mediante el programa ViVian [41].
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5.3 Resultados Capitulo Ill

5.3.1 Produccion de stock virales

La transformacién de las cepas E.coli XL1-blue con los clones infecciosos CVB3-Nancy y
CVB3-H3, se realizd con éxito. Posteriormente se realizd la purificacidn y linealizacién
de los pldsmidos como se muestra en la figura 26. Los pldsmidos linealizados fueron
utillizados como molde para la transcripcién in vitro y posterior obtencién de RNA viral
infeccioso.
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Figura 26. Electroforesis de agarosa al 1% para visualizar los plasmidos linealizados. En el carril 0 se
corrié un peso molecular de 1Kb, en el carril 1 el plasmido sin digerir y en el carril 2 el pldasmido
linealizado.

Una vez obtenido el RNA viral se realizé la transfeccidén de células Hela para obtener la
progenie cero (Po). A partir de esta Po se infectaron células HeLa con un MOI=1 para
obtener el primer pasaje correspondiente a la progenie 1 (P1). Esta progenie viral fue
tituladas por el método de dilucion limite y por ensayo de placa infectando células
Vero.

Los resultados obtenidos mediante la titulacidn por dilucién limite o dosis infectante
50% fue 5.2 x 10’ TCIDso/ml para la cepa nancy, mientras que para la cepa viral H3 se
obtuvo un titulo de 6.8 x 10’ TCIDso/ml. Dichos valores fueron obtenidos luego de 48
horas post infeccion (HPI) y previa observacion de completa lisis celular.

Mediante el ensayo en placa obtuvimos los sigueintes titulos: 3.1 x 10’ PFU/ml para la
cepa nancy y 4.6 x 10’PFU/ml para la cepa H3. Asimismo, no pudimos apreciar
diferencias significativas en el tamafio de las placas de lisis generadas por ambas cepas
virales, ver figura 27.
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Figura 27. Ensayo de titulacion en placa. A. Visualizacidn de las placas de lisis generadas por una de las
cepas en estudio (CVB3 Nancy) sobre una monocapa de células Vero. B. Representacién grafica del
promedio del tamafio de las placas de lisis generadas por la cepa Nancy (verde) y la cepa H3 (rojo).

Posteriormente, se realizd6 una curva de crecimiento para evaluar la estabilidad vy
viabilidad a lo largo del tiempo de cada una de las cepas virales generadas in vitro. Se
cuantifico el titulo viral mediante dilucién limite o dosis infectante 50% a partir de cada
sobrenadante de cultivo previamente infectados con la cepas Nancy o H3 a diferentes
HPI, como se puede ver en la figura 28.
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Figura 29. Curva de crecimiento para cada una de las cepas virales. Se representa graficamente el
logaritmo en base 10 del titulo viral vs horas post infeccion en la linea celular Vero infectadas con una
MOI=1. En rojo se muestra la curva para CVB3 nancy y en verde para CVB3 H3.
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5.3.2 Infeccidn in vivo y evaluacion de la eficiencia de infeccidon

Una vez titulado los virus, se realizaron los ensayos in vivo. Para ello, se utilizaron dos
modelos murinos balb/c y CH3, hembras de 5 semanas de edad. La infeccion fue
realizada con un titulo viral de 1.0x10* TCID50/ml por triplicado, por via intraperitoneal
(IP) y por via oral (G). Al dia 3, 5y 7 p.i se tomaron muestras de distintos 6rganos
(pancreas, corazon y bazo) y fueron procesadas como se detallé en la seccidon de
materiales y métodos.

Con el objetivo de analizar la eficiencia de infeccion, se realizaron las qRT-PCR, de
forma de evaluar los niveles de RNA generado en los distintos 6rganos a través de la
infeccién via IP o via G. A continuacidn se muestran los valores obtenidos en en el
organo bazo. Los resultados de las qRT-PCR se muestran en la Figura 29.
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Figura 29. Cuantificacion absoluta por RT-PCR a tiempo real de los niveles de RNA viral. Se muestra de
forma representativa los valores de ng de RNA obtenido en el bazo de ratones infectados con un titulo
viral de 1.0x10" TCIDso/ml. En A, se evaltan los niveles de RNA en ratones CH3 y en B en ratones balb/c.

Si bien los titulos virales para ambas cepas por la via de infeccidén intraperitoneal fue un valor
dentro de un rango esperado, la implemantacion de la metodologia de infeccidn oral (G) no
fue tan exitosa. Por otro lado, evaluando los dos modelos murinos, se obtuvieron mayores
titulos en los ratones balb/c y por lo tanto, los demas ensayos fueron realizados en este
modelo murino.

Con el objetivo de mejorar la puesta a punto de infeccién oral, realizamos el mismo ensayo
pero adicionando al inoculo viral bicarbonato de sodio (NaHCOs;) al 5%, de forma de mejorar
las condiciones de pH a nivel intestinal y esperando obtener mayores titulos por una mejor
absorcién del virus a ese nivel. Los resultados de las qRT-PCR para bazo y el organo blanco de
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infeccidn, pancreas se muestran en la figura 30. En la figura 31 se muestran los titulos virales
obtenidos mediante el método de dilucién limite para los tres 6rganos evaluados.
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Figura 30. Cuantificacidon absoluta por RT-PCR a tiempo real de los niveles de RNA viral. Se muestran
los niveles de RNA en en bazos (A) y pancreas (B), tomados de ratones balb/c, los cuales fueron
infectados con un titulo viral de 1.0x10* TCIDsy/ml. Cada reaccién se realizé por duplicado. La barra
vertical corresponde al valor obtenido para la infeccion con la cepa Nancy y la H3 por via IP y por via oral
(G) alos 3 dias p.i, alos 3y 5 dias p.i agregando NaHCO; por via oral.
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Figura 31. Titulacidn de particulas virale por el método de dilucién limite a partir de muestras in vivo.
Se muestra el logaritmo en base 10 de particulas virales en bazo A, pancreas By corazon C,alos 3,5y 7

dias p.i.
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5.3.3 Estudio de la diversidad poblacional por secuenciacion masiva

Con el objetivo de estudiar la variabilidad en las poblaciones virales de los distintos
drganos a partir de una infecciéon in vivo utilizamos la tecnologia de secuenciacién de
proxima generacion (NGS) de forma de caracterizar la poblacién total del virus e
identificar variantes minoritarias especificas en cada uno de drgano y que podrian
cumplir un rol en la patogénesis viral.

Para ello, se procedié a retrotranscripcion del RNA a cDNA y luego a la amplificacidon
por PCR utilizando un juego de cebadores y condiciones de amplificaciéon puestas a
punto anteriormente en el laboratorio y detalladas en la seccién de materiales y
métodos. Luego de la amplificacion del genoma viral, el mismo se visualizé en un gel
de agarosa, ver figura 32.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

TEE T S e - - W - ——— -

Figura 32. Gel de agarosa al 1% para visualizar genomas virales. Se puede apreciar en el primer carril la
migracién del peso molecular 1Kb (xxx), los carriles 1, 2 y 3 corresponden a genomas provenientes de
pancreas, corazén y bazo luego de 3 dias pi (IP), los carriles 4, 5 y 6 corresponden a genomas
provenientes de pdancreas, corazén y bazo luego de 5 dias pi (IP). Por otro lado, los carriles 7, 8 y 9
corresponden a genomas provenientes de pancreas, corazon y bazo luego de 3 dias pi (G NaHCO3) y los

carriles 10, 11 y 12 corresponden a genomas provenientes de pancreas, corazon y bazo luego de 5 dias
pi (G NaHCO3).

El anadlisis de diversidad poblacional mostré la presencia de variantes genéticas
especificas para cada uno de los drganos estudiados, indicando la presencia de
subpoblaciones del virus en los distintos compartimentos, ver figura 34. Asimismo, se
puede observar en la figura 32, una disminucion de variantes minoritarias entre el dia
3 y 5 en los virus aislados de pancreas y bazo, mientras que los virus aislados de
corazdn mostraron, en cambio, un aumento de estas variantes.
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Figura 32. Representacion grafica de variantes detectadas en los diferentes drganos a los 3 y 5 dias p.i.
En la figura se muestran las variantes de los diferentes organos que fueron encontradas en una
frecuencia mayores a 1%. En verde se muestran las variantes cuya frecuencia se encontré entre 1y 0.05.
en amarrillo las que presentaron frecuencias de entre 0.049 a 0.01. En rojo se muestran las variantes

que no se encontraron en la poblacion.
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Figura 33. Representacion grafica del nimero de variantes virales detectadas en los diferentes
oérganos. Se representan las variantes cuya frecuencia se encontraron entre el 0.01 y 0.001 en la

poblacidn viral. En A, pancreas, en B, Bazo y en C, Corazon.
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5.4 Discusion Capitulo Il

Dados los enfoques abordados en los dos primeros capitulos de esta tesis, los cuales
contemplan el estudio de la evolucion viral desde la filogenética y la epidemiologia
molecular, decidi realizar una pasantia en el Departamento de Virologia del Instituto
Pasteur de modo de poder enriquecer mi formacién en este campo, desde una
perspectiva diferente. En esta ocasidn me enfrenté a modelos in vitro e in vivo de
infeccion con el objetivo de entrenarme en la generacion de diferentes estirpes virales,
a través de la manipulacién de sus clones infecciosos, asi como del estudio de la
evolucién viral en un modelo in vivo.

Como ha sido reportado, los fendmenos de competencia y complementacion que
existen en un espectro de variantes virales, contribuyen de forma directa a las
caracteristicas de la poblacién. Ademads, es ampliamente conocido que la diversidad
genética asi como la estructura poblacional de las cuasiespecies desempeian un papel
fundamental en la capacidad de replicacién de un virus en un ambiente dado [32].
Asimismo, comprender los mecanismos moleculares que subyacen en la dindmica,
interaccidon y evolucién de las cuasiespecies virales es de fundamental importancia
para el disefio de nuevas y efectivas estrategias antivirales.

Por lo antedicho, nos planteamos como objetivo de este tercer capitulo estudiar la
dinamica poblacional de cuasiespecies provenientes de una infeccion in vivo en un
modelo murino. Para realizar esta parte del trabajo fue necesaria la implementacién
de otro modelo viral con menores requerimientos en cuanto a la bioseguridad
necesaria en relacion a VIA. Para ello, nos focalizamos en el Virus Coxsackie B3 (CVB3)
él cual, no solo nos garantizé el uso de modelos murinos sino que también una mayor
disposicion de herramientas moleculares para abordar el objetivo trazado. CVB3
pertenece a la familia Picornaviridae y al género enterovirus, son virus desnudos con
genomas RNA simple hebra de polaridad positiva de aproximadamente 7,5 Kb de
longitud [144]. En particular, los virus Coxsackie del grupo B serotipos (1 a 6) se asocian
a una gran variedad de patologias agudas y crénicas en humano incluyendo
miocarditis, meningitis, y pancreatitis [145].

Mediante el empleo de un sistema de genética reversa logramos obtener de forma
exitosa los stocks virales correspondientes a las cepas Nancy y H3 de CVB3. Los virus
fueron colectados a partir de infecciones en cultivos celulares llevadas a cabo en
células Hela. Dichos stocks fueron evaluados mediante curvas de crecimiento para
corroborar su viabilidad y estabilidad. La titulacion de los mismos fue realizada
utilizando dos métodos diferentes, ensayo en placa y el método de dilucion limite, y
ambos confirmaron, para las 2 cepas virales titulos del orden de 10’ particulas.
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De la misma manera, se procedié a trabajar con dos cepas de ratones de modo de
investigar diferentes susceptibilidades a la infeccién por CVB3.

Ensayamos la infeccion in vivo utilizando dos estrategias de inoculacion, la via
intraperitoneal y la que simula a la infeccidn natural ocasionada por enterovirus, la via
oral (gavage). La infeccion intraperitoneal utilizando la cepa Nancy y H3 fue exitosa
tanto en ratones CH3 como balb/c. Sin embargo, la infeccién oral por gavage solo se
logré utilizando los ratones balb/c y la cepa H3, e igualmente los titulos obtenidos
fueron bajos en relacién a la otra ruta estudiada. Con relacién al gavage, el mismo fue
mejorado significativamente una vez adicionado al inoculo viral NaHCO3 al 5%. De esta
manera pudimos neutralizar, en parte, el pH acido encontrado en el tracto digestivo,
permitiendo una mejor infeccion a través de mucosas. Si bien el método de infeccién
por via oral no estaba puesto a punto en el laboratorio, logramos optimizar dicha
metodologia afiadiendo NaHCO3; al 5%. Mediante esta metodologia logramos un
incremento en la cantidad de genomas virales asi como de particulas infectivas,
obteniendo un aumento en la eficiencia de la infeccién.

Nuestros datos indicaron que los ratones Balb/c fueron mas susceptibles ya que
obtuvimos cantidades de RNA viral mayores en este modelo murino. Por otra parte se
titularon los virus obtenidos de cada muestra mediante el método de dilucién limite
para determinar la cantidad de particulas virales viables. Muchas veces ambas
mediciones no concordaron de forma exacta, siendo lo esperado debido a la gran
cantidad de particulas virales no infectivas de las cuales se pudo cuantificar sus
genomas por qRT-PCR.

En cuanto al analisis de variantes virales y su posible compartimentalizacidn, se realizé
con éxito la amplificaciéon de los genomas virales de forma completa a partir del RNA
extraido de cada érgano. Los mayores titulos fueron encontrados en el pancreas luego
de 3 dias post infeccidn. Estos resultados fueron concordantes con la literatura ya que
el pancreas es el érgano blanco de infeccion para CVB3 [146]. Debido a limitaciones de
tiempo durante la pasantia nos propusimos realizar las librerias con aquellas muestras
gue mayor titulo viral presentaron. Por lo tanto, se construyeron las mismas a partir
del RNA extraido de ratones infectados por via intraperitoneal con la cepa H3 y
posteriormente se efectud la secuenciacién masiva.

El analisis de diversidad poblacional, el cual fue realizado mediante el empleo del
software ViVan, mostré la presencia de variantes en distinta proporcion en los
diferentes drganos estudiados. Pudimos determinar la existencia de variantes
genéticas especificas para cada uno de los 6rganos estudiados indicando la presencia
de subpoblaciones del virus en los distintos compartimentos. Esta observacion es
concordante con la dindmica de cuasiespecies virales reportada. Mayores estudios son
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necesarios para investigar si estas variantes presentan ventajas a nivel fenotipico en
relacién al compartimento del cual fueron secuenciadas.

Asimismo, las variantes representadas entre un 0.1 a 1% mostraron una disminucidn
entre el dia 3 y 5 en los virus aislados de pancreas y bazo, mientras que los virus
aislados del corazon mostraron un aumento de las mismas. Este fendmeno podria
estar asociado a que el corazén es el Unico érgano en donde CVB3 puede infectar de
forma persistente [145]. El aumento de variantes minoritarias indica una menor
presion selectiva en dicho compartimento. Desafortunadamente, no se conocen hasta
la fecha los mecanismos moleculares por los cuales CVB3 infecta persistentemente al
miocardio. Posiblemente la presion inmune podria estar seleccionando virus
atenuados o incluso defectivos permitiendo escapar de la limpieza de la infeccién y de
esta forma permitiendo generar una infeccion persistente [147].
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6. Conclusiones
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Con respecto a la dinamica filogenética de los virus Influenza A HIN1pdm, se logré
identificar que los virus aislados en el afio 2009 pertenecian al clado 7 (Gr 7-pdm), y
que éste clado fue el mas representado en la regidn sudamericana durante esa
temporada. Asimismo, las muestras aisladas en el periodo post pandémico
pertenecieron a tres de los siete nuevos grupos reportados, (Gr 5, Gr 6 y Gr 7),
observandose la co-circulacién de linajes en el afio 2013 en Uruguay (Gr 6y Gr 7).

Los analisis filogenéticos revelaron que todas las cepas del afio 2009 estaban mas
genéticamente relacionadas entre si y mantienian cierta distancia genética con
aquellas cepas aisladas en los afios subsiguientes. Ademds la cepa vacunal
A/California/7/2009 fue genéticamente distante a todas las cepas de las tres
temporadas estudiadas.

La comparacién de las secuencias de aminodacidos de las cepas uruguayas con la cepa
vacunal reveld una gran variabilidad tanto para el segmento génico HA como para NA.

En el caso de HA:

Para la gran mayoria de las muestras analizadas no detectamos cambios en los
aminodcidos que forman parte del sitio de unién al receptor, ni en las tres estructuras
secundarias conservadas que delimitan esta region.

Mediante el mapeo de las sustituciones identificamos un aumento en el numero de
sustituciones relacionadas a diferentes sitios antigénicos, desde el afio 2009 al 2013 y
dicho aumento se correlaciond con una disminucién en la eficacia tedrica de la vacuna.

Con respecto a NA

Al igual que lo observado para HA, la mayoria de las sustituciones que ocurrieron en la
proteina NA se localizaron en la superficie de la proteina, observandose ademas, un
aumento en el nimero de sustituciones localizadas en sitios antigénicos desde el afio
2009 al 2013.

Mediante el programa BepiPred se pudo identificar que todas las cepas analizadas
difieren de la cepa vacunal en dos regiones de epitopes cuyas posiciones de
aminodacidos fueron 102-103 y 351-352.

La mayoria de las sustituciones no afectarian el sitio de unién a la droga antiviral
(Oseltamivir), ya que se localizaron a mas de 3A de distancia del sitio activo.

En andlisis de los potenciales sitios de glicosilacién reveld que todas las muestras
analizadas comparten tres sitios de glicosilacion con la cepa vacunal en el segmento
génico HA, y siete sitios de glicosilacion en el segmento génico NA. Logramos
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identificar ademds, un nuevo sitio potencial de N-glicosilacién en una cepa aislada en
Brasil y la ausencia de dos sitios de N-glicosilacion en cepas aisladas en Sudamérica.

Resaltamos la importancia de la utilizaciéon de tecnologias de secuenciacién masiva en
la vigilancia de cepas resistentes a las drogas antivirales ya que a pesar de no detectar
las sustituciones asociadas a la resistencia al analizar la secuencia consenso obtenida
por secuenciacion de Sanger, dichas sustituciones fueron identificadas al aumentar la
profundidad de la secuenciacién. Asimismo logramos detectar coémo variantes
minoritarias en el afio 2009 y 2011, asociadas a sustituciones permisivas para la
sustitucion H275Y, pasaron a ser representadas en altas frecuencias para el aifio 2013.
Estos resultados indican que actualmente los virus Influenza HIN1pdm son mas
permisivos a adquirir la sustitucién H275Y, aumentando el riesgo de la emergencia de
cepas resistentes y su dispersién a nivel mundial.

Con respecto al estudio de cuasiespecies aisladas de infecciones in vivo, logramos
obtener de forma exitosa los stocks virales. Se logrd optimizar el método de infeccién
por via oral, observando un incremento en la cantidad de genomas virales asi como de
particulas infectivas. El andlisis de diversidad poblacional revelé la existencia de
variantes genéticas especificas para cada uno de los érganos estudiados indicando la
presencia de subpoblaciones del virus en los distintos compartimentos.
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A/Uruguay/92/2011
A/Uruguay/96/2011
A/Uruguay/98/2011
A/Uruguay/45/2011
A/Uruguay/37/2011
A/Uruguay/88/2011
A/Uruguay/253/2013
A/Uruguay/254/2013
A/Uruguay/259/2013
A/Uruguay/271/2013
A/Uruguay/272/2013

HA2

450 460
I [ | l..

LENERTLDYHDSNVKNLYEKVRSQLKNNAKEIGNGCFEFYH

470 480

Figura 1-anexol. Alineamiento de secuencias de aminoacidos correspondiente
al segmento génico HA de cepas aisladas en Uruguay. El nombre de las muestras
se indica a la izquierda de la figura. Las secuencias de aminoacidos se indican con
el cédigo de una letra. La identidad de la cepa de referencia, cepa vacunal
A/California/07/2009 CY121680, se indica mediante un guion. En la parte
superior del alineamiento se indica en diferentes colores los distintos sitios
antigénicos, en violeta Sa, en cian Sb, en verde Cal y Ca2 y en azul Cb y en
amarillo los sitios involucrados en la unidn al receptor.
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A/California/07/2009 NNTWVNQTYVNISNTNFAAGQSVVSVKLAGNSSLCPVSGWAIYSKDNSVRIGSKGDVFVIREPFISCSPLECRTFFLTQGALLNDKHSNGTI, -RTLMSCPIGEVPSPYNSRFES

A/Uruguay/18/2009
A/Uruguay/319/2009
A/Uruguay/345/2009
A/Uruguay/369/2009
A/Uruguay/39/2009
A/Uruguay/323/2009
A/Uruguay/123/2009
A/Uruguay/479/2009
A/Uruguay/11/2009
A/Uruguay/5/2009
A/Uruguay/518/2009
A/Uruguay/58/2009
A/Uruguay/605/2009
A/Uruguay/549/2009
A/Uruguay/57/2009
A/Uruguay/495/2009
A/Uruguay/70/2009
A/Uruguay/61/2009
A/Uruguay/78/2009
A/Uruguay/689/2009
A/Uruguay/856/2009
A/Uruguay/825/2009
A/Uruguay/835/2009
A/Uruguay/DR/2009
A/Uruguay/842/2009
A/Uruguay/815/2009
A/Uruguay/878/2009
A/Uruguay/905/2009
A/Uruguay/890/2009
A/Uruguay/76/2009
A/Uruguay/PF/2009
A/Uruguay/01/2009
A/Uruguay/03/2009
A/Uruguay/04/2009
A/Uruguay/06/2009
A/Uruguay/108/2011
A/Uruguay/112/2011
A/Uruguay/113/2011
A/Uruguay/45/2011
A/Uruguay/117/2011
A/Uruguay/37/2011
A/Uruguay/92/2011
A/Uruguay/90/2011
A/Uruguay/88/2011
A/Uruguay/98/2011
A/Uruguay/48/2011
A/Uruguay/118/2011
A/Uruguay/96/2011
A/Uruguay/35/2011
A/Uruguay/141/2011
A/Uruguay/154/2011
A/Uruguay/103/2011
A/Uruguay/253/2013
A/Uruguay/254/2013
A/Uruguay/259/2013
A/Uruguay/271/2013
A/Uruguay/272/2013

60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
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A/Uruguay/18/2009
A/Uruguay/319/2009
A/Uruguay/345/2009
A/Uruguay/369/2009
A/Uruguay/39/2009
A/Uruguay/323/2009
A/Uruguay/123/2009
A/Uruguay/479/2009
A/Uruguay/11/2009
A/Uruguay/5/2009
A/Uruguay/518/2009
A/Uruguay/58/2009
A/Uruguay/605/2009
A/Uruguay/549/2009
A/Uruguay/57/2009
A/Uruguay/495/2009
A/Uruguay/70/2009
A/Uruguay/61/2009
A/Uruguay/78/2009
A/Uruguay/689/2009
A/Uruguay/856/2009
A/Uruguay/825/2009
A/Uruguay/835/2009
A/Uruguay/DR/2009
A/Uruguay/842/2009
A/Uruguay/815/2009
A/Uruguay/878/2009
A/Uruguay/905/2009
A/Uruguay/890/2009
A/Uruguay/76/2009
A/Uruguay/PF/2009
A/Uruguay/01/2009
A/Uruguay/03/2009
A/Uruguay/04/2009
A/Uruguay/06/2009
A/Uruguay/108/2011
A/Uruguay/112/2011
A/Uruguay/113/2011
A/Uruguay/45/2011
A/Uruguay/117/2011
A/Uruguay/37/2011
A/Uruguay/92/2011
A/Uruguay/90/2011
A/Uruguay/88/2011
A/Uruguay/98/2011
A/Uruguay/48/2011
A/Uruguay/118/2011
A/Uruguay/96/2011
A/Uruguay/35/2011
A/Uruguay/141/2011
A/Uruguay/154/2011
A/Uruguay/103/2011
A/Uruguay/253/2013
A/Uruguay/254/2013
A/Uruguay/259/2013
A/Uruguay/271/2013
A/Uruguay/272/2013

180 190 200 210

A/California/07/2009 AWSASACHDGINWLTIGISGIHN

220 230 240

cAVAVLKYNGIITDTIKSHNI LEToESECACVNGSCFTVMTDGIloA SYKIFRIEKGKIVKSVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCRD

250 260 270

280 290
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300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
I |- |.

A/California/07/2009 GSNRPWVSFNQNLEYQIGYICSGIFGDNPRPEDTGSCGPVSSNGANGVKGFSYKYGNGVWIGRTKEMBSRNGFEMIWDPNGWTGTDNNFSIKQDIV

A/Uruguay/18/2000 L. e et et e ot e e e e e

A/Uruguay/319/2000 Lttt et e e B o e e e e,

BA/Uruguay/345/2000 L.ttt e et e o e e e e e

A/Uruguay/369/2000 L.t e e e e B o e e e

BA/Uruguay/39/2000 Lt ettt e ot e e e e e

BA/Uruguay/323/2000 Lt e et et e B o e e e e e

BA/Uruguay/123/2000 Lttt et e ot e e e e e

BA/Uruguay/479/ 2000 et e et e B o e e e e

A/Uruguay/11/2000 ettt e e e ot e e e e

BA/Uruguay/5/2000 et e et e B o e e e e

A/Uruguay/518/2000 ... e B ot e et e e e e e e e e e e e e

A/Uruguay/58/2000 L. e e e e e e F oottt e e e

A/Uruguay/605/2000 ... e e e e e F oottt e e e e e

A/Uruguay/549/2000 L. e e e e F oottt e e e

A/Uruguay/57/2000 e e e e e e e e e e e F oottt e e e e e e e

A/Uruguay/495/2000 L. e e e e e F oottt e e e

A/Uruguay/70/2000 L e e e e e e e e e e F oottt e e e e e e e

A/Uruguay/61/2000 L e e e e e e e F oottt e e e

A/Uruguay/78/2000 L e e e e e e e e e F oottt e e e e e e e e

A/Uruguay/689/2000 ... e e F oottt e e e

A/Uruguay/856/2009 ...ttt B ottt et e e e Figura 2-anexol. Alineamiento de
A/Uruguay/825/2000 ... e e e F oottt e e e . . L.
A/Uruguay/835/2009 ..ttt e e e F ottt e e secuencias de aminoacidos
A/Uruguay/DR/2009 L.ttt et e et e B ottt et e e e e e, .

A/Uruguay/842/2009 ...t e B ot correspondiente al segmento
A o aTe /2000 L génico NA de cepas aisladas en
A/Uruguay/905/2000 L.ttt et e et B ot e e e e e e e e e Uruguay_ El nombre de las
A/Uruguay/890/ 2000 ...ttt F oottt ittt et e e e e e e e e e e e e e

B/ULUGUAY/TE/2000 oottt e e e e e e e e F ot muestras se indica a la izquierda de
A/Uruguay/PE/2009 L.ttt e e e e B ot e e e e . .
B/ULUGUAY/0L1/2000 oottt e e e e e e e e e Bttt e la figura. Llas secuencias de
2%23332%8253383 OO SOt OSSO OO SOOOOPOROO aminodcidos se indican con el
A/Uruguay/06/2000 L. e e e e e e e F oottt e e e e e CédIgO de una letra. La identidad
A/Uruguay/108/2011 R - Fo i St e D.iii i

A/Uruguay/112/2011 B Voo e e, Bttt =2 de la cepa de referencia, cepa
A/Uruguay/113/2011 B e e e e Bt = . )
A/Uruguay/45/2011 B Foooeee e S e e vacunal A/California/07/2009
253?233352#323311 SNSRI O OO S SOOO PO OO CY121680, se indica mediante un
:;gzﬁgﬁzzjggiggii 2 ................................................... g ................. : ............................... guion. En diferentes colores los
A/Uruguay/88/2011 B e e Bttt e = 2 distintos sitios antigénicos, en
A/Uruguay/98/2011 R - ) Sttt e e e

A/Uruguay/48/2011 ... Vo e Fooieeaeeenn S e e verde (A), en violeta (B), en rojo (C)
A/Uruguay/118/2011 - ottt i Sttt e e e e e . o
A/Uruguay/96/2011 e Foeeeii St Lo y en azul (D) y en amarillo los sitios
:;gzﬁgE:§;ii{§géil A involucrados  en  la  unién  al
A/Uruguay/154/2011 B e, Forrriiiiiiians S, Roviviniiniinnn receptor

A/Uruguay/103/2011 FR N 2 F ot =

A/Uruguay/253/2013 ... ... 2 F ot Kttt ettt e et K...

A/Uruguay/254/2013 ... ... 2 F ot Kttt ettt e K...

A/Uruguay/259/2013 ... .. 2 F ot Kttt ettt K...

A/Uruguay/271/2013 ... 2 F ot Kttt K...

A/Uruguay/272/2013 ettt e e e Liveeeennnns F ot Kttt it K...
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8.2 Anexo 2-Capitulo Il




I, - Sequence Dughcatiantevel = #1%

A "MTETTEE 110 Eh el
JEARRYRRRURARNNNEE B
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. LN
&_ 4

Poskion inresd (bo)
C L St over Wl sequences D
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L o B e B mE SN BN BN B BE B BN B BE B 1
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200000} — . H
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100000} — R — R e =
20000 | SN S S . 4
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Mean Sequence Quatty (Frred Score)

Figura 1-anexo 2. Validacion del pre-procesamiento de los reads. En el panel A) porcentaje de cada
nucledtido en los reads B) porcentaje de secuencias repetidas C) distribucidn GC por base D) cantidad
de read vs el largo en pb E) calidad de read vs posicion F) calidad de read vs cantidad.
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Coverage HA m01/2009
Coverage NAm01/2009

0
PP PSP PSS PLPA L P PCPE PP
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Coverage

0
O > D >
SPSEPSF LS CPLPLELCLPPHP
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138



Coverage HAm254/2013 Coverage NA m254/2013

350000 600000

300000 500000

250000 400000
200000

300000
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100000

50000 100000
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Position Position

Figura 2-anexo 2. Grafico de la cobertura a lo largo de los segmentos génicos analizados.
Representacion de la cobertura en funcidn de la posicién génica de HA se muestra en el lado izquierdo;
a la derecha se ve la cobertura para el gen NA.

139



Anexo



