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RESUMEN

La influenza A es un problema importante de salud global que puede llegar a provocar
grandes pandemias. La estructura del virus de influenza A se caracteriza por tener en su
envoltura proteinas indispensables para la entrada y salida de la célula. Una de las proteinas
mas importantes del virus es la neuraminidasa (NA), la cual se considera un factor de
virulencia. La hemaglutinina (HA) es la proteina que reconoce al receptor celular, que es el
acido sidlico. Durante la salida del virus la hemaglutinina puede unirse nuevamente a los
residuos de acido sialico que se encuentra en la terminal de las glicoproteinas de la superficie
celular, cuando esto sucede, la neuraminidasa escinde el acido sialico y con esto permite al
virus diseminarse e infectar otras células asi como también le permite difundir en la mucina
del tracto respiratorio. El acido sialico puede unirse al carbono tres o seis de la galactosa
formando un enlace a-2,3 0 0-2,6 en las células epiteliales de la traquea en humanos
predomina el enlace a-2,6 y en el epitelio pulmonar de las aves el a-2,3. A diferencia de la
hemaglutinina, la NA no ha sido estudiada suficientemente en su especificidad y su papel en
los saltos de especie. El conocimiento del ciclo viral y los procesos claves de la replicacion
del virus, nos permiten visualizar blancos para la terapia antiviral y en el caso del virus de
influenza A uno de estos blancos es la enzima neuraminidasa, pues al bloguear su accion
bloqueamos la diseminacion viral. Muchos inhibidores de este virus han sido probados,
incluyendo los adamantanos o inhibidores del canal proteico M2; sin embargo, estos
inhibidores han sido descontinuados debido a la resistencia que generan rapidamente. Los
unicos inhibidores actualmente recomendados por la OMSS son los inhibidores de la
neuraminidasa, como zanamivir y oseltamivir. En el laboratorio de Quimica y Biotecnologia
de Oligosacéridos del Centro de Investigacion en Macromoléculas Vegetales (CERMAV-
CNRS Francia) se disefiaron y sintetizaron dos moléculas con probable actividad antiviral
3FSL y 6FSL las cuales fueron probadas en este trabajo, ademas se realiz6 la produccién de
dos moléculas sialiladas que pueden ser usadas como sustratos de la enzima neuraminidasa:
3SL y 6SL. Se utilizaron dos cepas del virus de influenza A que se cuentan en el laboratorio
de Virologia del Centro de Investigacién Biomédica de Oriente (CIBIOR-IMSS), la cepa
HIN1 Puerto Rico de influenza humana A/Human/PuertoRico/8/1934 y la cepa
A/Chicken/México/31381-7/1994 de influenza aviar. Para probar la inhibicién de la
replicacion viral se realizaron dos metodologias: Los ensayos de inhibicion de la actividad
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neuraminidasa y la inhibicion de la formacién de placas liticas. Lo primero que se hizo fue
establecer las condiciones ideales de reaccion de la enzima neuraminidasa con el &cido
sidlico, para esto se midid la actividad de neuraminidasa a distintas temperaturas y pH,
posteriormente se probaron las moléculas 3SL y 6SL como sustratos de la enzima para
evaluar la especificidad por los enlaces a-2,3 y a-2,6 de las cepas antes mencionadas,
encontrando que la NA del virus humano (H1N1) presenta esencialmente actividad sobre
6SL, mientras que sobre 3SL no observamos actividad, lo cual sugiere que la neuraminidasa
de nuestra cepa no tiene la capacidad de escindir este tipo de enlace. Por otro lado observamos
que la NA del virus aviar (H5N2) tiene actividad con ambos sustratos, pero presenta una
preferencia por el sustrato 3SL. Los resultados en cuanto a preferencia por los sustratos 6SL y
3SL por el virus HIN1 y H5N2 respectivamente, coinciden con el tipo celular al que infectan;
humano y aviar, lo cual es importante en la investigacion de estos virus, pues nos permiten
saber de qué manera puede actuar un inhibidor en cuanto al tipo de enlace. Los ensayos de
inhibicion de la neuraminidasa no resultaron ser positivos, pues la molécula 3FSL no causé
inhibicion de la actividad de neuraminidasa para la cepa HIN1 ni para la cepa H5N2. La
molécula 6FSL caus6 una ligera inhibicion en ambas cepas pero dicha inhibicién no fue
mayor a la encontrada, en el control de inhibicién zanamivir. En cuanto a la inhibicion de la
infeccion en cultivo celular, no se logré obtener una reduccion de la formacién de placas

liticas utilizando la molécula 3FSL.



INTRODUCCION

GENERALIDADES

Los virus son agentes importantes de muchas enfermedades humanas, las cuales afectan el
bienestar de las sociedades, perturbando la salud y la economia, por ello es necesario entender
la naturaleza de los virus, como se replican y como causan enfermedad. Este conocimiento
permite el desarrollo de medios eficaces para la prevencion, el diagnostico y tratamiento de
enfermedades virales a través de la produccién de vacunas y medicamentos antivirales. La
lucha contra las enfermedades virales ha sido, y sigue siendo, un importante desafio en el

campo de desarrollo de farmacos (Cox y Subbarao, 2000).

Uno de los problemas que representa el tratamiento de las enfermedades virales es que, los
virus al ser parasitos intracelulares utilizan la maquinaria de la célula hospedera para su
replicacion y liberacion. Por lo tanto, es dificil atacar y destruir la particula viral sin perturbar
las funciones esenciales de la célula hospedera. Una de las enfermedades virales méas comunes

y que se tiene registros desde la edad media es la influenza (del Campo, 2006).

CLASIFICACION

Los virus de la influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae. Los miembros de esta
familia se caracterizan por tener genomas segmentados Yy, su replicacion ocurre en el nlcleo
celular. Esta familia incluye los géneros Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C,
Isavirus, Quaranjavirus y Thogotovirus (Adams et al., 2013). Los virus de esta familia se
caracterizan por ser envueltos y tener genoma de cadena sencilla de ARN de sentido negativo
(ARNCcs[-]) (Palese y Shaw 2007).

Los tres tipos de influenza se distinguen por la especificidad de infeccion en las distintas
especies de animales y su patogenicidad. La clasificacion de los virus de la influenza en los
tipos A, B y C se basa en las caracteristicas antigénicas de dos de sus proteinas internas; la

proteina de matriz y la nucleoproteina; la posterior division en los subtipos se realiza segln
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las caracteristicas antigenicas de sus proteinas de superficie; hemaglutinina (HA) vy

neuraminidasa (NA).

Los virus de la influenza B y C se han aislado casi exclusivamente en humanos (Wright et al.,
2012). El virus de la influenza B sélo existe en un subtipo y puede provocar epidemias serias
con alta mortalidad en ancianos, sin embargo no ha ocurrido un amplio rango de pandemias
por influenza B como es el caso de influenza A, por lo que el virus de la influenza B tiene
menor atencion para su control. Influenza C no es un patégeno humano grave y se ha
estudiado en menor proporcion (Strauss y Strauss, 2007). Aunque las tres especies de
influenza infectan a los humanos, la mas notable es la A, ya que presenta mas variabilidad,
por lo que es causa de epidemias con significativa mortalidad y mayor potencial pandémico
(Taubenberger y Kash, 2010).

Para la virologia, es importante entender el virus de influenza no s6lo como patogeno, sino
también como una entidad que forma parte de un ecosistema, pues junto con la adaptacion a
nuevos hospederos también se limita la capacidad de estos virus para retornar a su reservorio
natural (Swayne, 2007). El virus de la influenza A infecta un amplio espectro de aves y
mamiferos como humanos, cerdos, caballos, ballenas, lobos de mar, camellos, entre otros. Las
aves acuaticas sirven como reservorio natural de todos los subtipos conocidos de influenza A
y probablemente son la fuente de las cepas pandémicas (Webster et al., 1992), pero como
hospederos naturales, no hay signos de infeccion, mientras que otras especies de aves y
mamiferos se afectan con sintomas que van desde muy leves hasta muy severos (Stallknecht y
Shane 1988). Los patos pueden excretar el virus en las heces durante semanas, e infectar a
otros patos a través del agua contaminada. La alimentacion y el comportamiento social de las
especies hospederas es un determinante para la propagacion del virus (Ellstrom et al., 2008).
Los brotes de gripe aviar son a menudo dificiles de controlar ya que el virus puede persistir y
permanecer activo durante algin tiempo en la poblacion. En areas con poblaciones densas de
aves de corral o recursos limitados para la vigilancia y el control, como en México, los brotes

son aun mas dificiles de contener (Wahlgren, 2011).
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VARIACION GENETICA DE LOS VIRUS DE LA INFLUENZA

El complejo de polimerasas del virus de la influenza no tiene una alta fidelidad a diferencia de
la ADN polimerasa de su hospedero, lo cual genera una alta proporcion de mutaciones en el
genoma viral durante la replicacion (Chen y Holmes, 2006). Las mutaciones en los
aminoacidos de las regiones antigénicas de las proteinas HA y NA pueden inducir que las
nuevas cepas virales puedan evadir la inmunidad pre-existente, a este fendmeno se le
denomina deriva antigénica (Scholtissek et al., 1978; Garten et al., 2009). Ademas, HA y la
NA también pueden evadir el sistema inmunitario por reordenamiento de sus segmentos,
proceso mediante el cual los virus adquieren una HA o una NA de un nuevo subtipo por
recombinacion genética con otro virus de la influenza A. Este Gltimo mecanismo ha sido el
principal factor para la generacion de pandemias de influenza. Tal efecto se pudo observar
durante la pandemia de influenza A HIN1 en 2009, en la que a pesar de que en muchos casos
se restringieron las fronteras de paises con brotes, la diseminacién finalmente se dio en todo el
mundo. Cada 10-20 afios aproximadamente, surge un nuevo virus por reordenamiento. A lo
largo de los ultimos 120 afios el virus de la influenza ha provocado 5 pandemias dejando
millones de muertos en todo el mundo (1889, 1918, 1957, 1968, y 2009) (Taubenberger y
Morens, 2009). Se admite que la reaparicion de antiguos subtipos podria ser coincidente con
la desaparicion, por fallecimiento después de los 70-80 afios de muchas personas que estaban
inmunizadas frente a aquéllos. Y también se podria encontrar de este modo una explicacion a
las similitudes encontradas entre los virus de 1889, 1957, y 1968 (Dugan et al., 2008; Holmes
et al., 2005).

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

Las particulas virales de la influenza son pleomérficas con un tamafio de 80 a 120 nm de
diametro, estdn compuestas por aproximadamente 1 % de RNA, 70 % de proteinas, 20 % de
lipidos y entre 5 a 8 % de carbohidratos. La estructura del virus de la influenza A se
caracteriza por tener una envoltura de la cual sobresalen glicoproteinas en forma de espigas,
gue son conocidos como hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), aproximadamente en

una proporcion de 4:1 o de 5:1, alrededor de 500 espiculas radiales de HA y 100 de NA
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(Lamb y Krug, 2001). Estas glicoproteinas son proyectadas de una membrana lipidica
derivada de la célula hospedera. A su vez, un pequefio nimero de canales idnicos atraviesan la
envoltura lipidica, éstos estdn formados por la proteina de matriz 2 (M2) esta proteina se
encuentra en una proporcion con HA de 1:102. Las tres proteinas integrales de membrana;
HA, NA, y M2 se encuentran insertadas en la envoltura viral, la cual en la parte interna posee
a una capa de proteina de matriz 1 (M1), que a su vez envuelve la nucleocapside del virus. La
nucleocépside consta del ARN gendmico (ARNg) viral recubierto con muchas subunidades de
nucleoproteina (NP) (Carter y Saunders, 2007) (Figura 1).

NA

Bicapa lipidica

M1

HA

NS2

RpdR

NP

Figura 1. Esquema general de la organizacion de una particula del virus de la influenza A.
La imagen fue recreada de Salazar et al., 2010.
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El genoma del virus de la influenza A esta constituido por ocho segmentos de -RNAss con un
total de 14 kb. El virus de la influenza A produce diez proteinas a partir de los ocho
segmentos. Entre ellas se encuentran las proteinas no estructurales producidas por el segmento
ocho, denominados: NS1 y NS2; las proteinas de matriz M1 y M2, que son producto del
segmento siete; la proteina NA producto del segmento seis; la NP producto del segmento
cinco; la proteina HA producto del segmento cuatro y, las proteinas del complejo con
actividad de polimerasa: proteina polimerasa acida (PA), proteina polimerasa bésica 1 (PB1) y
proteina polimerasa basica 2 (PB2) producto de los segmentos tres, dos y uno respectivamente
(Cann, 2005).

Hemaglutinina

La HA es una proteina de membrana
tipo I, que consiste de estructuras
conservadas, incluyendo un péptido
sefial, el dominio citoplasmatico, el
dominio  transmembrana 'y el
dominio extracelular. Es un trimero
constituido por dos  regiones
estructurales distintas, un tallo
constituido por una triple cadena de
alfa hélices enrolladas y una cabeza
globular de hojas beta plegadas
antiparalelas. La cabeza contiene el
sitio de union al receptor el cual esta
rodeado por determinantes
antigénicos variables. Los

anticuerpos anti HA  pueden

neutralizar la infeccion Viral; sin Figura 2. Estructura cristalina de un mondémero de la
. proteina HA. Representacion de listones. Imagen tomada de
embargo, los  virus  suelen PDB. Codigo: 2VIU.

evolucionar por deriva antigenica

cambiando los aminoacidos del sitio antigénico, pero las estructuras de tallo y cabeza
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permanecen conservadas entre las cepas. Se han encontrado 18 variantes antigénicas de HA,

las cuales son denominadas subtipos (Sun et al., 2013).

Neuraminidasa

La NA es una glicoproteina de membrana integral tipo 1I, es un homotetramero en forma de
seta anclado a la envoltura viral que consiste de 4 partes, el tallo citoplasmatico, el dominio de
tallo, el dominio transmembranal, y el dominio globular (Kundu et al., 1996). Es una esterasa
que escinde el acido sialico terminal de las glicoproteinas de la superficie celular permitiendo
la liberacién de los viriones y evitando la agregacion de particulas virales nacientes. La NA
también elimina los residuos de acido sialico de la envoltura del virus. Se han encontrado 11
subtipos de NA (Sun, 2013). La NA ademas puede contribuir a acrecentar la concentracion
de plasmindgeno; un precursor de una proteasa que favorece la accién hidrolitica necesaria
para el funcionamiento de la HA (Goto y Kawaoka, 1998). Las funciones complementarias
entre la unién de HA al &cido siélico y su remocion por NA requiere de una coadaptacion

evolutiva (Taubenberger y Kash, 2010).

Figura 3. Estructura cristalina de la proteina NA en vista transversal. Representacion de listones. Se pueden observar los 4
sitios activos del tetramero. Imagen tomada de PDB. C4digo: 2HTY.
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CICLO DE REPLICACION

Los virus de la influenza tienen afinidad por el tracto digestivo o por el tracto respiratorio, el
dominio de union al receptor reconoce un cido sialico en la superficie de la célula hospedera.
El &cido sialico es un monosacarido de nueve carbonos unido covalentemente en la parte
terminal de muchos glicoconjugados de varios tipos celulares. Generalmente el grupo amino
del carbono 5 esta N-acetilado (Tiralongo y Martinez-Duncker, 2013). EI carbono 2 del acido
sidlico puede wunirse al carbono tres o seis del pendltimo azlcar (galatosa o
NAcetilgalactosamina [GalNAc]) formando un enlace a-2,3 0 a-2,6, este reconocimiento es
esencial para la endocitosis (Viswanathan et al., 2010; Yamada et al., 2006). En las células
epiteliales de la traquea en humanos predomina el enlace a-2,6 y en el epitelio pulmonar de
las aves el a-2,3. En humanos el enlace a-2,3 también estd presente pero en menor cantidad,
es por eso que existe la posibilidad de infectarnos por virus de la influenza aviar. Los virus de
influenza adaptados a la aves tienen una union especifica por acido sialico 02,3 mientras la
HA de los virus adaptados a humanos tienen una alta especificidad por enlaces de &cido
sidlico a2,6. Los cerdos que son frecuentemente infectados por la influenza A también son
susceptibles tanto a las cepas humanas y aviares, lo que puede explicarse por el hecho de que
en el epitelio respiratorio de los cerdos presentan acido siélico tanto en 02,3 como en 02,6
(Korteweg y Gu, 2008).

Los sitios activos de la HA del virus de la influenza A se unen a acido sialico por su carga
negativa (Tiralongo y Martinez-Duncker, 2013), formando puentes de hidrégeno. La
interaccion del virus de la influenza con &cido sialico es de baja afinidad; sin embargo, las
interacciones de multiples residuos de acido sialico con numerosas moléculas de HA logran
una alta afinidad conjunta. El acido sialico se une a la HA mediante puentes de hidrogeno a la
treonina 125 y 126, a la serina 127, y a la tirosina 88 (Yu et al., 2004). Una vez que la HA
reconoce al acido sialico, se despliega y expone el interior de la subunidad HA2 en el
ambiente acido, entonces los péptidos de fusién en HA2 se insertan dentro de la membrana
hospedera (Gagneux et al., 2003; Sammalkorpi y Lazaridis 2007). La proteina M2 modifica el
pH por la entrada de iones hidrégeno para activar la fusion membranal; el pH &cido del

compartimento endosomal permite un cambio conformacional en la HA madura, la cual es un
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trimero y cada mondémero se somete a una escision proteolitica por una serin proteasa que
reconoce un motivo conservado Q/E-X-R que se encuentra en el sitio de corte de la HA (Chen
et al., 1998). La activacion por la division de HA requiere de proteasas similares en el
intestino de aves y en las celulas respiratorias, de esta manera se forman enlaces disulfuro en
las cadenas polipeptidicas generando las fracciones HA1 y HA2. NS2 (también llamada
proteina de exportacion nuclear [NEP]) facilita la exportacion nuclear del complejo de
ribonucleoproteina (RNP) (Wise et al., 2009).

Los segmentos de ARNg se encuentran enrollados alrededor de monomeros de NP y son
empacados como RNPs, con las tres proteinas polimerasas formando un heterotrimero unido a
una estructura corta en forma de horquilla constituida por ARN. Durante la replicacion PB1
funciona como ARN polimerasa dependiente de ARN. La ARN polimerasa sintetiza dos
cadenas positivas; una funciona como ARN mensajero (ARNm) para la sintesis de proteinas
virales y la otra denominada cadena de ARN complementaria (RNAc) funciona como molde
para la replicacion de RNAg. La funcion de PB2 en la sintesis del RNAm es unir la capucha
del RNAm del hospedero al RNA viral, mientras PA es necesaria para formar el complejo
funcional de la polimerasa, aunque también puede tener una actividad proteolitica adicional y
puede actuar como factor de alargamiento durante la sintesis del ARN. Por su parte la
proteina NS1 funciona potenciando el transporte de ARNm, inhibiendo el procesamiento del

ARNmM del hospedero y como antagonista del interferon de tipo | (Hale et al., 2008).

La existencia de N-glicosilacion es necesaria para las glicoproteinas membranales del virus ya
que codifican informacion crucial que afecta la sensibilidad de la HA a la temperatura, da
proteccion a los sitios de corte, e influye en el plegamiento, la maduracion, el transporte y la
degradacion de las glicoproteinas HA y NA. Ademas la N-glicosilacion en proteinas de la
envoltura viral puede proporcionar glicanos idénticos a los de las células del huésped para
enmascarar los sitios antigénicos. Dos sitios de glicosilacion que estan notablemente
conservados en todos los subtipos de HA se encuentran en el sitio de corte y en el peptido de
fusion. Dos a cuatro sitios de glicosilacion se encuentran ubicados en el dominio de tallo y en

el dominio globular de la NA.
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La biosintesis y modificacion de las proteinas nacientes ocurre en el reticulo endoplasmico y
aparato de Golgi, los residuos glicosilados contienen informacion crucial para el plegamiento,
maduracion, transporte o degradacion de proteinas. Adicionalmente, la glicosilacién también
impacta la sensibilidad de la HA a la temperatura, los sitios de corte, y la preferencia de union
al receptor. (Nicholls, 2008). Las glicoproteinas de los virus de la influenza sélo tienen
residuos N-glicosilados (Wagner et al., 2001). Para escapar de la respuesta humoral y celular,
las proteinas de la envoltura viral pueden estar provistas de glicanos idénticos a los de la

célula hospedera y enmascarar los sitios antigénicos (Sun et al., 2011).

El ensamble de los viriones es un proceso selectivo, los segmentos de ARN viral tienen
sefiales de empaquetamiento que aseguran la incorporacion del genoma completo,
posteriormente junto con las proteinas de matriz y de envoltura se acumulan en la bicapa
lipidica hasta que se da la liberacion de la particula viral por la accion de la proteina NA
(Strauss & Strauss, 2007).

ANTECEDENTES

ANTIVIRALES

La evidencia que respalda que un compuesto interfiera con la replicacion de un virus incluye
la inhibicion de su efecto citopético (ECP), inhibicién de su actividad enzimatica o de
formacion de placas liticas. (Krauss et al., 2012). Hay pocos compuestos que interfieren con
las actividades virales sin causar un dafio a la célula; sin embargo hay muchas actividades
especificas de los virus que son objetivos potenciales de drogas. Se han desarrollado vacunas
para el tratamiento de algunas enfermedades virales, no obstante para algunas de las
principales y mas comunes no ha sido posible producir vacunas con la eficacia suficiente
como es el caso del virus de la influenza A (Horimoto y Kawaoka, 2005) ya que las
mutaciones puntuales, el reordenamiento de sus segmentos génicos o la administracion de un
antiviral pueden provocar la resistencia (Landolt y Olsen, 2007). Estos cambios son dificiles
de predecir y en la poblacion suelen circular varios subtipos de influenza A, es por ello que

la vacuna debe ser reformulada cada afio (Ong y Hayden, 2007).
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Dos clases de antivirales se utilizan para el manejo de infecciones por influenza: los
adamantanos y los inhibidores de la NA. Los adamantanos son blogueadores del canal M2;
amantadina y rimantadina se desarrollaron en 1960 y se aprobaron desde entonces en muchos
paises. Debido a su actividad Unicamente contra la influenza A, a sus efectos adversos y su
rapida emergencia de resistencia tanto durante el tratamiento como en su ausencia, no se
recomienda el uso de estas drogas en la actualidad. Desde el 2010 los inhibidores de la NA
son la unica clase de antivirales recomendados por la OMS para el tratamiento y profilaxis de

las infecciones de influenza Ay B (Pizzorno y Boivin 2011).

Desde 1970 la idea de inhibir la funcion de NA resultaba atractiva e inicialmente se ensay0
como posible inhibidor el producto de la reaccion, es decir; el &cido N-acetilneuraminico, sin
embargo resultd poco practico debido al carécter reversible del proceso y el répido
catabolismo del producto. Posteriormente en 1974 se obtuvieron buenos resultados en cuanto
a inhibicién, en cultivos celulares utilizando un anélogo estructural del compuesto
correspondiente al estado de transicion de la reaccion enzimatica. Dicho analogo es el acido
2-desoxi-2,3-deshidro-Nacetilneuraminico, también denominado Neu5Ac2en o DANA, sin
embargo al ser excretado con excesiva rapidez, DANA no producia los efectos inhibidores
deseados (Meindl et al., 1974). En 1976 Palese y colaboradores consiguieron incrementar el
efecto inhibidor con el derivado fluorado de DANA: el acido 2-desoxi-2,3-deshidro-N
rifluoracetilneuraminico (FANA). Probablemente, éste ha sido el compuesto con mayor
actividad inhibidora encontrado. Pero su toxicidad y su falta de actividad in vivo impidieron

su aplicacion (Palese y Compans 1976).

En 1983 después de su cristalizacion se conocid la estructura tridimensional de la NA del
virus de la influenza A, reconociendo la composicién de los aminoacidos del sitio activo y sus
zonas proximas (Colman et al., 1983). El sito catalitico de la NA se alined secuencial y
estructuralmente en 1993 por Colman y colaboradores y se encontrd que esta constituido por
ocho residuos funcionales (R-118, D-151, R-152, R-224, E-276, R-292, R-371, Y-406)
rodeados por once residuos (E-119, R-156, W-178, S-179, D-198, 1-222, E-227, H-274, E-
277, N-294, E-425) implicados en la estabilizacién de la estructura del sitio activo (Colman,

et al., 1993). A partir de este descubrimiento se han podido disefiar racionalmente compuestos
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que se unan a la hendidura del sitio activo actuando como inhibidores de la NA, por lo que los
viriones no pueden ser liberados de los receptores de acido sialico y se agregan en la
superficie celular infectada dificultando la liberacion y la infeccion a otras células. (von
Itzstein et al., 1993).

Un aspecto importante es que la profunda cavidad que constituye el sitio activo de la enzima
contiene amino&cidos que son conservados en las neuraminidasas de todas las cepas de virus
de la gripe A y B que han sido caracterizadas hasta la fecha, algunos de estos aminoacidos no
se unen al acido sialico, sino que proveen una estructura de andamio que sostiene a otros
aminoacidos que si contactan con el carbohidrato y por tanto constituyen un blanco atractivo
para la terapia antiviral (von Itzstein et al., 1993).

Dos inhibidores de NA son cominmente aceptados a nivel mundial para los usos terapéuticos
y profilacticos: el agente oral fosfato de oseltamivir, comercializado como Tamifli (Roche) y
el farmaco inhalado zanamivir comercializado como Relenza (GSK). En 2009 se autoriz6 en
EUA el uso de peramivir comercializado como Peramifl para el tratamiento de influenza A
(HIN1) para pacientes hospitalizados. Todos los inhibidores de la NA se basan en la

estructura del andlogo DANA (Samson et al., 2013).

Oseltamivir

El oseltamivir [acido-4-Acetilamino-5-amino-3-(1-etilpropoxi)-1-ciclohexen-1-carboxilato de
etilo] se desarrollé a través de modificaciones de analogos del &cido sialico, incluyendo la
adicion de una cadena lipofilica que permite a la droga ser administrada oralmente, es
activado al ser carboxilado por esterasas hepaticas. Este compuesto actia como un inhibidor
competitivo (Kim et al., 1998). Debido a la larga cadena hidrofobica del oseltamivir la NA
sufre rearreglos para unirse al inhibidor; el aminoacido E276 rota y se une a R-224 (Collins et
al., 2008). Las mutaciones que afecten este rearreglo pueden reducir la afinidad de la unién a

oseltamivir y por lo tanto inducir resistencia (Wang et al., 2002).

Zanamivir
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El zanamivir [&cido-4-guanidin-2-desoxi-2,3-deshidro-N-acetilneuraminico] se aprob6 como
un agente anti influenza en 1999 pero debido a su pobre biodisponibilidad oral, zanamivir fue
formulado como un inhalador. La estructura molecular de zanamivir incluye un grupo
guanidino, en lugar del grupo amino que se encuentra en oseltamivir. El grupo guanidino del

zanamivir interactla con el residuo E119 conservado en las NA.

El &cido siélico se une mediante sus grupos carboxilato y glicerol a algunos aminoacidos del
sitio activo de la enzima, aunque no llegue al fondo de la cavidad. El zanamivir lo hace
igualmente, pero ademas refuerza esta union efectudndola mediante el voluminoso grupo
guanidino, dotado de carga positiva, que le permite enlazarse a los aminoacidos de carga
negativa situados en lo méas profundo de la oquedad del sitio activo. La resistencia a
zanamivir puede desarrollarse como resultado de mutaciones en los residuos del sitio

catalitico de la NA afectando la unién entre la enzima y el inhibidor (Gubareva, 2000).

Determinaciones de la inhibicion enzimatica han confirmado que los derivados 4-amino y 4-
guanidino del Neu5Ac2en son inhibidores de alta afinidad de la NA de los virus de la
influenza. Son eficaces frente a virus influenza A y B. Son inhibidores significativamente mas
potentes que cualquier otro descrito anteriormente ya que se unen al sitio activo de la enzima
con mas intensidad que lo hacen el acido N-acetilneuraminico y otros anélogos estructurales
(von ltzstein et al., 1993)

En los dos casos anteriores, el grupo hidréfobo contribuye a su unién con ciertas zonas del
sitio activo quedando unidos al sitio activo de la NA, lo hacen tanto el zanamivir como el
oseltamivir con mayor intensidad que lo haria el propio producto de la reaccion aunque no lo

hagan implicando exactamente a los mismos aminoacidos del sitio activo (Laver et al., 1999).
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Figura 4. Estructura de los inhibidores de NA disponibles comercialmente. La comparacion de las férmulas estructurales de estos
cuatro compuestos permite comprobar la gran similitud existente entre el zanamivir y los dos ultimos. Peramivir comparte con
zanamivir la presencia en su molécula del grupo guanidino, y con el oseltamivir la cadena lateral lipéfila, difiriendo de ambos
por contener un ciclopentano en lugar de los anillos hexagonales de éstos. La imagen fue realizada con el programa Chemdraw.

~ 22 ~



Figura 5. Estructura del sitio activo de la NA de la cepa de influenza aviar A/Chicken/Mexico/31381-7/1994 H5N2 unido a
acido sialico. Los aminoacidos del sitio activo a los que se une el acido sialico son: R118, D151, R152, E276, R292, P327,
R371 y Y406. La secuencia se tomo de GenBank (acceso: AY497121). Las secuencias se alinearon con el programa Clustal
Omega a partir de una N2 (PDB: 4GZQ) y las mutaciones se introdujeron en el programa Swiss PDB Viewer. La
visualizacion con acido sialico se realizé en el programa Discovery Studio.

Figura 6. Estructura del sitio activo de la NA de la cepa de influenza aviar A/Chicken/Mexico/31381-7/1994 H5N2 unido a
zanamivir. Los aminoacidos del sitio activo a los que se une Zanamivir son: R118, D151, R152, E276, R292, P327, R371,
Y406. La secuencia se tomé de GenBank (acceso: AY497121). Las secuencias se alinearon con el programa Clustal Omega a
partir de una N2 (PDB: 4GZQ) y las mutaciones se introdujeron en el programa Swiss PDB Viewer. La visualizacion con
zanamivir se realizé con el programa Discovery Studio.
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Figura 7. Estructura del sitio activo de la NA de la cepa de influenza humana A/Human/PuertoRico/8/1934 unido a acido
sidlico. Los aminodcidos de sitio activo a los que se une el acido sialico son: R118, E119, D151, R152, R156, W178, E227, E276,
E277, R292, R371. La secuencia se tom6 de GenBank (acceso: NC_002018.1). Las secuencias se alinearon con el programa
Clustal Omega a partir de una N1 (PDB: 3B7E) y las mutaciones se introdujeron en el programa Swiss PDB Viewer. La
visualizacion con zanamivir se realizé en el programa Discovery Studio.

Figura 8. Estructura del sitio activo de la NA de la cepa de influenza humana A/Human/PuertoRico/8/1934 unido a
zanamivir. Los aminoacidos de sitio activo a los que se une zanamivir son: R118, E119, D151, R152, R156, W178, E227,
E276, E277, R292, R371. La secuencia se tomd de GenBank (acceso: NC_002018.1). Las secuencias se alinearon con el
programa Clustal Omega a partir de una N1 (PDB: 3B7E) y mutaciones se introdujeron en el programa Swiss PDB Viewer.
La visualizacién con zanamivir se realizé en el programa Discovery Studio.
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Otros inhibidores

El  peramivir  [acido-3-(1-acetamido-2-etil-butil)-4-(diaminometilideneamino)-2-hidroxi-
ciclopentane-1-carboxilico]. Fue disefiado inicialmente como un farmaco oral pero debido a la
falta de éxito en ensayos clinicos y a su pobre biodisponibilidad esta droga se probd
parenteralmente. La administracion parenteral permite ser suministrado a pacientes que no
pueden utilizar la via oral principalmente pacientes hospitalizados o que no toleran los

inhibidores orales, también es usado en pacientes pediatricos.

Es derivado de un grupo carboxilado cargado negativamente, tiene un grupo guanidino
cargado positivamente y difiere estructuralmente de los otros inhibidores de NA por una
cadena lipofilica que da lugar a multiples interacciones de unién con el sitio activo y permite
al antiviral ser activo contra algunos virus que son resistentes a otros antivirales (Chand et al.,
2001). Sin embargo también ha mostrado resistencia ya que al tener un grupo hidrofébico
similar a oseltamivir puede ser afectado por las mismas mutaciones que éste (Babu et al.,
2000). Algunas de las mutaciones que se han descrito que causan resistencia a este farmaco
son; R152K para influenza B, y para influenza A R292K, y E119D (Mishin et al., 2005).

Peramivir ha demostrado tener buena actividad inhibitoria contra los virus de la influenza A 'y
B en cultivos celulares y ademéas en ensayos con animales muestra una reduccion de la
mortalidad. En ensayos clinicos muestra un alivio rapido de la fiebre en los pacientes en
comparaciéon con oseltamivir. En 2009 fue aprobado para su uso durante la pandemia de
influenza A HIN1 y en 2014 fue aprobado oficialmente por la agencia federal para la
administracion de drogas y alimentos (FDA) de los EUA (McLaughlin et al., 2015).

RESISTENCIA A INHIBIDORES DE NEURAMINIDASA

Se han reportado maltiples casos de resistencia a zanamivir y oseltamivir. En 2010 Okomo y
colaboradores estudiaron un grupo de cepas de virus HLN1 de los cuales un 93% mostraron la
mutacion H275Y en la NA, la cual causa resistencia a oseltamivir (Okomo, et al., 2010)

Durante la pandemia de 2009 todos los virus mostraron la sustitucion de H275Y en el gen de
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la NA provocando resistencia (Zepeda et al., 2010; Téllez-Sosa et al., 2013), otras mutaciones
reportadas que confieren resistencia a oseltamivir fueron H274Y, D151V y D197E, N248D,
S247N, 1223R, N295, R156, W178, S179, 1222, E227, E277, N294S, E425 (Chen et al.,
2009)

En cuanto a zanamivir, se han descrito las mutaciones R152, R292K y E119. R292K también
causa resistencia a peramivir como se habia dicho anteriormente, no obstante algunas
mutaciones que afectan a zanamivir no impiden que peramivir siga siendo eficaz (Baum et al.,
2003).

Algunas mutaciones que confieren resistencia a zanamivir y oseltamivir son V116, 1117,
E119, Q136, K150, D151, D198, 1223, D151V y N294 (Ramirez-Gonzalez et al., 2011).

Las mutaciones H275Y y N294S confieren resistencia a peramivir y oseltamivir. Las
mutaciones E119G y E119V producen multidrogo-resistencia, ya que confieren resistencia a

zanamivir, oseltamivir y peramivir.

De manera interesante en estudios del sitio activo de la NA se ha descubierto que las
mutaciones fuera del sitio activo han sido asociadas también con resistencia a Oseltamivir
como son 1149V y R257K (Tolentino-Lopez et al., 2013).

En cuanto a las sustituciones que han sido encontradas para el gen M2 y que provocan la
resistencia a los adamantanos son L.26, A27, A30, N31 y G34 (Garcia-Sastre et al., 1989).

ANALOGOS DEL ACIDO SIALICO

Los é&cidos sialicos estan involucrados en procesos de reconocimiento entre células y
moléculas, son un componente necesario de receptores para muchas sustancias enddgenas
como hormonas Y citocinas, se encuentran en la superficie de membranas de la mayoria de los
animales y de las células humanas como parte de gangliésidos y tienen importancia en
numerosos fendmenos biologicos. Los gangliosidos son componentes importantes de las

membranas, son moléculas anfifilicas que consisten de una porcion oligosacarida hidrofilica y

~26 ~



una porcion ceramida hidrofobica. La sintesis de acidos sidlicos modificados a partir de
gangliésidos, como son los anélogos del acido sialico, han podido prepararse a través de
sintesis quimioenzimatica. La preparacion de oligosacéridos es complicada, ya que implica
numerosas etapas de reaccion. El rendimiento suele ser bajo y la cantidad obtenida es
reducida; sin embargo, el descubrimiento de farmacos a base de hidratos de carbono esta
estrechamente asociada con la disponibilidad de estructuras oligosacéridas complejas que
pueden ser modificadas.

En el laboratorio de Quimica y Biotecnologia de Oligosacéaridos del Centro de Investigacion
en Macromoléculas Vegetales (CERMAV-CNRS Francia) se realiz la produccion de dos
moléculas sialiladas que pueden ser usadas como sustratos de la enzima NA (sialil-a2,3-
lactosa [3SL] vy sialil-a2,6-lactosa [6SL]). Ademas se disefiaron y sintetizaron dos moléculas
con probable actividad antiviral (5 fenil-sialil-a2,3-lactosa-alil [3FSL] y 5 fenil-sialil-02,6-
lactosa-alil [6FSL]) mediante el uso de la tecnologia del ADN recombinante; en E. coli se
obtuvieron oligosacéridos con &cido sialico terminal, y posteriormente se modificaron las
estructuras mediante sintesis organica. Las moléculas obtenidas pueden observarse en la

figura 10.

Para el caso de las moléculas 3FSL y 6FSL la sintesis de &cido sialico se realizé a partir del
gangliésido GM3 (GM3 es un monosialilgangliésido con residuos de azlcar neutros)
preparado por bacterias recombinantes a través del proceso de fermentacion, se realizaron
modificaciones quimicas que incluyen dos reacciones secuenciales, una reaccién de-N-
acetilacion seguida por una acilacion de la amina formada; dichas moléculas se utilizaron de
manera exitosa para inhibir neuraminidasas. Se probé la inhibicion de la hidrélisis del sustrato
GMa3allyl (enlace de tipo 02,3) por la NA de V. cholerae al afadir la molécula 3FSL
encontrando buenos resultados de inhibicion como puede observarse en la figura 8. Se midio

la liberacion de alil-p-lactdsido utilizando un kit de ensayo de lactosa (Birikaki et al., 2015).
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Figura 9. Hidrdlisis enzimatica de GM3allyl y reaccién de inhibicion con N-PhAcGM3allyl. Tomado de Birikaki et al., 2015.
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Figura 10. A) Estructura de la molécula sialil-a2,3-lactosa (3SL). B) Estructura de la molécula sialil-a2,6-lactosa
(6SL). C) Estructura de la molécula 5 fenil-sialil-a2,3-lactosa-alil (3FSL). D) Estructura de la molécula 5 fenil-sialil-
a2,6-lactosa-alil ( 6FSL)Las imagenes fueron realizadas con el programa Chemdraw.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para mejorar la defensa contra las infecciones virales, es necesario un enfoque adicional
basado en compuestos antivirales. Las moléculas generadas en el laboratorio CERMAV-
CNRS (Francia) son capaces de inhibir la NA de V. cholerae encontrando una inhibicion de
casi el 100% al anadir la molécula fenil-sialil-02,3-lactosa-alil. Por lo tanto nos preguntamos
si las moléculas que se sintetizaron pueden funcionar como inhibidores de la NA del virus de

la influenza A.

JUSTIFICACION

La influenza es un tema de gran interés sanitario y econémico, que provoca una significativa
morbilidad y mortalidad. Las enfermedades respiratorias segun la OMS son la tercera causa
de muerte en el mundo. La influenza afecta de modo especial a ancianos, nifios y pacientes

inmunocomprometidos propiciando el desarrollo de enfermedades oportunistas.

Es importante probar alternativas antivirales para el virus de la influenza A ya que, a pesar del
esfuerzo de investigacién desarrollado en los udltimos afios, los resultados han sido
parcialmente satisfactorios a causa de la resistencia que los virus pueden llegar a desarrollar,

muchos de los antivirales que se han estado utilizando actualmente han sido descontinuados.

HIPOTESIS

La neuraminidasa del virus HIN1 reconoce la molécula fenil-sialil-a2,6-lactosa-alil

inhibiendo su actividad y su replicacion en cultivo celular.

La neuraminidasa del virus H5N2 reconoce la molécula fenil-sialil-02,3-lactosa-alil

inhibiendo su actividad y su replicacion en cultivo celular.
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OBJETIVOS

1. Determinar las condiciones ideales de reaccion de las neuraminidasas de los virus de la

influenza A HIN1 y HSN2 con 4cido siélico.

2. Determinar la especificidad de las neuraminidasas de los virus de la influenza A HIN1 y

H5N2 al 4cido sialico.

3. Determinar la inhibicion de las neuraminidasas de los virus de la influenza A HIN1 y

H5N2 mediante analogos de acido sidlico.

4. Determinar la inhibicion de la infeccion de los virus de la influenza A HIN1 y HSN2 en

cultivo celular por las moléculas 3SFL y 6SFL.
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MATERIAL Y METODOS

CELULAS

Se utilizaron células de rifién canino Madin-Darby (MDCK), la cual es una linea celular
utilizada en una gran cantidad de publicaciones para la infeccion de la influenza A.

Las células se cultivaron en medio minimo esencial modificado de Dulbecco (DMEM)
suplementadas con 5% de suero fetal bovino (SFB) y antibioticos (100 1U/ml de penicilina y
100 ug/ml de estreptomicina). Las células se mantuvieron en incubacion a una temperatura de
37 °C y una atmésfera de 5% de CO,.

VIRUS

Se utilizaron las cepas de influenza A humana A/Human/PuertoRico/8/1934 H1IN1 y la cepa
de influenza aviar A/Chicken/México/31381-7/1994 H5N2, las cuales se replicaron en células
MDCK. Los virus se manejaron cumpliendo con los reglamentos de bioseguridad al menos de

nivel 2 requeridos para el manejo de este virus (Organizacion Mundial de la Salud, 2005)

Inoculacion de cultivos celulares y produccién del sobrenadante viral

El virus de la influenza A aviar (H5N2) y humano (H1N1) se replicaron en la linea celular
MDCK. A partir de una caja de 25 cm? de superficie se verifico que las células estuvieran
saludables y en monocapa de un 80% a 90% de confluencia, el medio se eliminé y las células
se lavaron dos veces con 5 ml de PBS. Se adicionaron 5 ml de PBS para mantener humectada
la monocapa, mientras tanto se preparé el PBS de infeccion (dilucion del indculo viral 1:100;
tripsina TPCK 1ug/ml, 1ml de PBS, antibiotico), se agreg6 el PBS de infeccion y se incubé a
37°C, CO,al 5%, durante 1 hora, se agitdé suavemente cada 15 minutos, luego se retiro el PBS
de infeccion, se lavo con 5 ml de PBS y se adicionaron 5 ml de medio de infeccion (DMEM
1X al 3% SFB, 1ug/ml TPCK). Se retird el sobrenadante a las 48 horas cuando se observo el

efecto citopatico. Del sobrenadante obtenido se tomd una alicuota para infectar una nueva
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caja y una alicuota para el ensayo de actividad de NA. Los sobrenadantes se congelaron a
-80°C.

Concentracion viral:

Se recolecto el sobrenadante viral, el cual se clarificd y posteriormente se concentré6 mediante
ultra centrifugacion. El sobrenadante viral se homogenizé y repartio en volimenes iguales (30
ml) en tubos para centrifuga los cuales se centrifugaron por 1 hora a 80,000xg a 4°C. El
sedimento obtenido se diluyo en 5 ml de agua estéril, posteriormente se prepararon alicuotas,

que se almacenaron a -80°C.

MEDICION DE ACTIVIDAD DE NEURAMINIDASA

Ensayo de actividad de neuraminidasa

Este ensayo consiste en la incubacion de una mezcla que contiene enzima (virus), sustrato
(fetuina u otra molécula sialilada) y amortiguador de acetatos. La mezcla se incubé durante
30 minutos a 37 °C. El &cido sialico liberado por la enzima se cuantificdé mediante el método
del acido tiobarbiturico modificado por Santos-Lépez, que consiste en la oxidacion del acido
sialico por el acido periodico y su posterior combinacion con el acido tiobarbiturico para dar
un complejo colorido cuya absorbancia maxima se registra a 550 nm (Aminoff, 1961;
Aymard-Henry et al., 1973; Horgan, 1981; Santos-Lopez et al., 2004).

Se agregaron 50 pl de enzima (dilucién 1:1 para HIN1 y 1:4 para H5N1), 50 ul de sustrato
fetuina, 50 pul de amortiguador y 50 pl de agua, esta mezcla de reaccion se incubé a 37°C por
30 minutos, posteriormente se detuvo la reaccion al inactivar la enzima colocando la mezcla
de reaccion en agua hirviendo por 2 minutos, se agreg6 50 ul de acido periddico recién hecho
y se incubd 30 minutos a 37°C. Una vez pasado este tiempo se agregaron 40 pl de meta-
arsenito de sodio para inactivar el exceso de &cido periodico, al hacer reaccion se observé un
color marrén, cuando el color marrdn desaparecio se agregaron 200 pl de &cido tiobarbitdrico
que hace reaccion con el acido siélico oxidado (acido B formol pirtivico) y se coloco en agua
hirviendo por 10 minutos, se observandose un color rosado que va en aumento durante la

ebullicion, después se pas6 a un bafio de hielo por 2 minutos, (proceso durante el cual
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disminuye la coloracion) y luego se coloco en incubacion a 37°C por 2 minutos, después de lo
cual la coloracion se recupera. Se afiadieron 500 pl de butanol/HCI para extraer el color y se
agitd vigorosamente en el vortex, posteriormente se centrifugé a 1000xg/ por 5 minutos. Se
tomaron 250 ul de la fase superior y se colocaron en una placa de 96 pozos. Se realizé una
lectura de absorbancia a 550 nm y 620 nm como control. Todos los experimentos se

realizaron por triplicado. Las concentraciones de cada reactivo se encuentran en la tabla 4.

Actividad de neuraminidasa viral a diferente pH

Para la evaluacion de la actividad de NA viral a diversos valores de pH, la incubacion de la
mezcla se hizo con un amortiguador de acetatos y se midié la actividad NA siguiendo el
procedimiento del acido tiobarbitarico antes descrito. EI amortiguador de acetatos funciona de
manera adecuada en un rango de pH de 3.5 a 5.6 (Dawson, 1986). Se incluyeron soluciones
conpHde3.5,4,45,5y55.

Actividad de neuraminidasa viral a diferentes temperaturas
Para la evaluacion de la actividad de NA viral a diversas temperaturas se realiz6 la incubacion

de la mezcla de enzima, sustrato y amortiguador a las siguientes temperaturas: 25, 30, 37, 40,

45y 50 °C. La determinacion de la actividad NA se realizd la manera antes descrita.

Actividad de neuraminidasa viral con diferentes sustratos

Para evaluar la especificidad de la NA viral, se sustituyd la fetuina sérica bovina (10 mg/ml)
por 3SL y 6SL a diferentes concentraciones (1-4 mg/ml) se realizé el procedimiento descrito

de determinacion de actividad NA para determinar la actividad NA sobre los dos sustratos.

Ensayo de inhibicion de la actividad de neuraminidasa

Este ensayo se realiz6 de la misma manera que el ensayo de actividad NA pero se agrego
ademas un inhibidor o un probable inhibidor a la reaccion, en este caso se utilizd zanamivir

como control, y se probaron las moléculas 5FSL 2,3 y 5FSL 2,6. Se realizd una incubacion
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previa a 25°C por 30 minutos con 50 pl de enzima (virus), 50 ul de amortiguador y 50ul de
inhibidor. Posteriormente se agregaron 50 pl de sustrato (fetuina). La mezcla de reaccion se
incubo a 37°C por 30 minutos y el ensayo procedié normalmente.

En la siguiente tabla se resumen los ensayos que se realizaron.

Tabla 1. Ensayos de actividad NA.

Mezcla de reacciones para los ensayos de actividad de NA

Reactivos Ensayos con  Ensayos  Control Control  Control de  Ensayos con

diferentes de negativo positivo inhibicion(ul)  diferentes
Sustratos  Inhibicion (uh) (ul) pHYy
(ul) (uh) temperaturas
Agua 50 0 100 50 0 50
Amortiguador? 50 50 50 50 50 50
Enzima 50 50 0 50 0 50
Fetuina 50/02 50 50 50 50 50
3SL 50/02 0 0 0 0 0
6SL 50/02 0 0 0 0 0
Zanamivir 0 50/03 0 0 50/03 0
3FSL 0 50/03 0 0 50/03 0
6FSL 0 0/503 0 0 50/03 0
TOTAL 200 200 200 200 200 200

' Amortiguador de acetatos pH 4.5. 2 Se coloca un Unico sustrato; fetuina / 3SL / o 6SL. ® Se coloca un unico inhibidor;
zanamivir / 3FSL / o 6FSL.
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Curva de acido sialico

Para calcular la cantidad de acido sialico liberado se realizd una curva estandar de &cido
sidlico (&cido 5-N-acetil neuraminico) puro (Sigma). Se mezclaron 50 pl (1, 2, 4, 6, 8 y 10
nmol) de acido sidlico, 50 pl de amortiguador de acetatos y 100 pl de agua y se procedio

directamente a la incubacion con &cido periddico de acuerdo con el procedimiento descrito.

Cuantificacion de proteina (Método de Bradford)

El método de Bradford para cuantificar proteinas depende cuantitativamente de la union del
colorante azul brillante de Coomassie, a las proteinas. Como estandar se utilizé albumina
sérica bovina. El rango de trabajo de este método es de 10 al00 pg. Se prepararon alicuotas
por duplicado con la cantidad de 0.5 mg/ml BSA (5, 10, 15, 20 ul) y con 0.15 M NaCl se
llevd el volumen final a 100 ul. Alicuotas de 100 pl de NaCl 0.15 M se utilizaron como
blancos, se afiadié 1 ml del reactivo de Bradford y se mezcld en vortex, se dejé reposar
durante 2 minutos a temperatura ambiente. Se determind la lectura a una absorbancia de 595

nm.

CUANTIFICACION DE PLACAS LITICAS

Cuantificacién de virus en los sobrenadantes de las células infectadas mediante el
método de placas liticas.

Se utilizaron dos botellas de cultivo de 25 cm? con confluencia de casi el 100% (4x10°
células) se lavaron dos veces con PBS, posteriormente se adicionaron 500 pl de
tripsina/EDTA para levantar las células, se esper6 un minuto y se retird la tripsina.
Posteriormente se incubd a 37°C durante 2 minutos aproximadamente, al levantarse la
monocapa se resuspendié en 4 ml de DMEM con 5% de SFB y se procedié a trasvasarla en un
tubo de 15 ml (ambas cajas), obteniendo 8 ml de medio con 8 x10° células, se homogenizé y
se adicionaron 0.5 ml a una placa de 12 pozos. A cada pozo se le agregaron 5x10° células para

alcanzar una confluencia del 70%, se adicionaron 0.5 ml de DMEM con 5% de SFB, y se
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incubd a 37°C en una atmoésfera de CO, al 5% durante 24 horas, al término de la incubacion

se procedio a infectar con diferentes diluciones de los virus HIN1 y H5N2.

Infeccion de las células MDCK

Las células se infectaron con virus suspendido en /DMEM sin SFB/ y en presencia de tripsina
TPCK durante una hora a 37°C con agitacion suave de la placa cada 10 minutos (la tripsina
TPCK se utiliz6 a una concentracion de 1 pg/pl, se adiciond 1ul por cada ml de medio para
infectar, en este caso adicionamos 0.2 ul por cada pozo). Después de este procedimiento, se
retird todo el sobrenadante y se adicion6 una mezcla volumen/volumen de agarosa al 0.35%
con DMEM 2X y 5% de SFB (frio) y tripsina TPCK. Se dej6é solidificar la agarosa a
temperatura ambiente. Se incubd durante 72 horas a 37°C y a una atmosfera de CO, al 5%. Al
término de la incubacion se procedio a fijar con 300 pl de acido tricloroacético al 10% y se
dejo incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de esto se retir0 la agarosa
con cuidado de no dafar la monocapa y se adicionaron 300 pl de cristal violeta al 0.1% (en
etanol al 20%). Se dejé a temperatura ambiente durante 15 minutos, una vez pasado ese
tiempo se elimino el cristal violeta y se lavo con agua corriente. Posteriormente se procedi6 a
cuantificar el nimero de unidades formadoras de placas liticas (PFU) utilizando la siguiente

férmula;

Titulo viral (PFU/mI)= NUmero de placas liticas x fac'gqr de dilucion
Volumen de infeccion

Ensayo de inhibicion de la formacion de placas liticas

Este ensayo se realiz6 tomando en cuenta el método de formacion de placas liticas
mencionado. La diferencia fue que el virus se incubd previamente con los probables
inhibidores a diferentes concentraciones y con el zanamivir, que se utiliz6 como control de

inhibicion.
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RESULTADOS

RELACION ACIDO SIALICO Y ACTIVIDAD DE NEURAMINIDASA

Para obtener la actividad de NA a partir de la absorbancia se realiz6 una curva de calibracion
de &cido sidlico como se muestra en la figura 12 y se calcul6 la cantidad de acido siélico
liberado en 30 minutos a partir de la ecuacion y= [(0.0807x+0.0051)/30], donde x es el valor

de absorbancia obtenido por nmol de &cido sialico liberado.

De las absorbancias obtenidas se tomé como punto maximo para los ensayos una absorbancia

de 0.8 aproximadamente, correspondiente al rango lineal de la curva.
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Figura 12. Curva de calibracion de acido sialico.

CONCENTRADOS VIRALES

En trabajos previos de nuestro laboratorio hemos observado que la determinacion enzimatica
y los estudios de inhibicion pueden presentar interferencias cuando se usan los sobrenadantes
de los cultivos infectados directamente, por lo cual estos sobrenadantes se concentraron
mediante ultracentrifugacion, lo cual también elimind grandes cantidades de proteinas del

medio de cultivo, asi como sales y otros compuestos presentes. Se realizaron infecciones del
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virus de la influenza A H1IN1 y H5N2 en cultivo celular MDCK, como se describié en la
seccion de métodos, se obtuvo el sobrenadante viral para ambos virus, a los cuales se les
determind su actividad de NA antes y después de ser concentrado obteniendo mayor actividad
de NA en ambos casos en los concentrados como se observa en las tablas 3 y 4, donde se
muestra la actividad obtenida del sobrenadante infectado antes del proceso de clarificacion y

ultracentrifugacion y después de dicho proceso.

Tabla 2. Actividad enzimatica obtenida de los sobrenadantes y concentrados para el virus H1IN1.

Actividad
NA* Actividad NA total Rendimiento
(LU.min-1) Volumen total (ml) (LU.min-1) (%)
Sobrenadante 93.58 30.00 56150.35 100
Concentrado 356.01 5.00 35600.99 63

*La actividad de neuraminidasa se determin6 en un volumen de 50 pl.

Tabla 3. Actividad enzimatica obtenida de los sobrenadantes y concentrados para el virus HSN2.

Actividad
NA* Volumen total Actividad NA Rendimiento
(LU.min-1) (ml) total (LU.min-1) (%)
Sobrenadante 216.67 30.00 130004.13 100
Concentrado 855.80 5.00 85580.33 66

*La actividad de neuraminidasa se determiné en un volumen de 50 pl.

La actividad inicial que se obtuvo se calculé en un volumen de reaccién de 50 ul y para
obtener la actividad total la actividad inicial se multiplico por el volumen final, en este caso
para el sobrenadante fueron 30 ml y para el concentrado 5 ml. Puede observarse que la
actividad total disminuye del sobrenadante inicial en comparacion con el concentrado de un
100% a un 60% en ambas cepas; sin embargo, también podemos observar que la actividad de
NA en el concentrado final aumenta en comparacién con el sobrenadante inicial. Por lo que a
pesar de no poder recuperar la actividad total en nuestro concentrado, se obtuvo una muestra
con mayor actividad de NA en un volumen menor y con menor cantidad de proteinas

celulares y residuos del medio de cultivo.
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Con los concentrados de ambos virus se realizaron los ensayos de actividad NA; para esto se
hicieron diluciones del concentrado viral: 1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 y 1:10, como se muestra en la
figura 13 con el fin de obtener una dilucién Optima para los ensayos con los sustratos y con

los inhibidores de la enzima.

A partir de la relacién &cido sialico anteriormente descrita, se calculd la actividad NA de los
concentrados virales HIN1 y H5N2. Una unidad de actividad enzimatica es igual a un pmol
de sustrato (en este caso acido sialico) liberado por minuto. Se obtuvo para la dilucion 1:1 de

340 pmol por minuto y para la dilucion 1/4 de H5N2 350 pumol por minuto.

Se calculd la cantidad de proteina presente en los concentrados virales a partir de la ecuacion
Y=.0072x+0.0715, donde x es el valor de absorbancia obtenido por pg de albumina sérica
bovina. Se realiz6 una dilucion 1:4 del concentrado viral HSN2 que corresponde a 91.68ug
de proteina y para HLN1 tomamos el concentrado sin diluir correspondiente a 90.16ug de

proteina.

De esta manera se calculd la actividad especifica de la enzima dividiendo la cantidad de &cido
sidlico liberado por minuto por pg de proteina, obteniendo para HIN1 3.783633 mU.min-
1.mg-1y para H5N2 3.84222 mU.min-1.mg-1.

-
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-+ H5N2
- H1N1

1 2 4 8 16 32 64
Inverso de la dilucion del concentrado viral

Actividad especifica (mU.min-1.mg-1)

Figura 13. Actividad especifica de NA de los concentrados virales HIN1 y H5N2.
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En la figura 14 puede observarse el ensayo con las diferentes diluciones del concentrado viral

para H5N2 y para HIN1. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Figura 14. Ensayo de actividad de NA. Se muestran diluciones de los concentrados virales H5N2 (A-C) y HIN1 (E-G).
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ACTIVIDAD DE NEURAMINIDASA SOBRE FETUINA COMO SUSTRATO

Se midio la actividad NA viral utilizando como sustrato fetuina: se utilizaron 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, y 16 mg/ml. El virus HIN1 se mantuvo constante después de los 10 mg/ml y el virus
H5N2 mostré un ligero incremento después de esa concentracion. Ambos virus tuvieron una
alta actividad especifica a los 10 mg/ml, por lo que esta cantidad de fetuina se tomo para el

control de todos nuestros experimentos correspondiente al 100% de la actividad enzimatica.
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Figura 15. Actividad especifica de NA de los virus HIN1 y H5N2 con fetuina como sustrato.
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ACTIVIDAD DE NEURAMINIDASA A DIFERENTE pH

La actividad de NA del virus HIN1 y H5N2 se determind utilizando un amortiguador de
acetatos a diferente pH: 3.5, 3.7, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, el punto mas alto se obtuvo a pH 4.5 para
ambos virus. En la figura 16 se puede observar la curva de actividad de NA para las cepas
HIN1 y H5N2, aunque presentan rangos relativamente amplios de pH en los que la actividad

es importante.
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Figura 16. Actividad de NA especifica del virus HIN1 (A) y del virus H5N2 (B), a diferente pH.
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ACTIVIDAD DE NEURAMINIDASA A DIFERENTE TEMPERATURA

Se midi6 la actividad de NA del virus HIN1 y H5N2 a diferentes temperaturas; 20, 25, 30, 37,
40, 45, y 50°C durante el tiempo de incubacion de la enzima. Como se muestra en la figura 17
(A'y B) para HLIN1 y H5N2 respectivamente, la mayor actividad especifica para ambos virus

se obtuvo a 37°C.
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Figura 17. Actividad de NA del virus HIN1 (A) y del virus H5N2 (B), a diversas temperaturas.
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ACTIVIDAD DE NEURAMINIDASA SOBRE EL SUSTRATO SIALIL a 2,3
LACTOSA

Se midid la liberacion de acido sialico con 3SL como sustrato: se utilizaron 1- 4 mg/ml. Se
utilizé como control fetuina a 10 mg/ml tomandose como el 100% de actividad. EIl virus
H1IN1 no mostrd actividad con este sustrato. Con el virus HSN2 se obtuvo una actividad
elevada como se observa en la figura 18 A.

ACTIVIDAD DE NEURAMINIDASA SOBRE EL SUSTRATO SIALIL a 2,6
LACTOSA

Se midi6 la actividad NA utilizando como sustrato 6SL: se utilizé 1- 4 mg/ml de este sustrato.
Se utilizé como control a fetuina a 10 mg/ml se usé como control. Con HIN1 se obtuvo una
actividad elevada mientras que el virus HSN2 mostré menor actividad como puede observarse

en la figura 18 B.

Se comparé la actividad NA usando dos cantidades de sustrato: 2.2 y 4.0 mg/ml,
correspondientes a la parte lineal de crecimiento de la curva y a la parte de saturacion
respectivamente. (Ver linea punteada roja, Figura 18).

Para HIN1 (Figura 18 A) encontramos que en la parte lineal de crecimiento (2.2 mg/ml) para
6SL hay una diferencia de 25 veces maés la cantidad (25.65) obtenida con el sustrato 3SL; y
para la parte de saturacién (4.0 mg/ml) una diferencia de 10 veces mas la cantidad (10.6)

obtenida con el sustrato 6SL que con 3SL.

Para H5N2 (Figura 18 B) encontramos que en la parte lineal de crecimiento (2.2 mg/ml) no
encontramos diferencias entre el sustrato 6SL y el sustrato 3SL; sin embargo, en la parte de
saturacion para el sustrato 3SL encontramos una diferencia de 2 veces mas la cantidad
obtenida (2.48) para el sustrato 6SL.
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Figura 18. Actividad de NA especifica del virus HIN1 (A) y del virus H5N2 (B) por el sustrato 3SL y 6SL.
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INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE NEURAMINIDASA POR EL INHIBIDOR
ZANAMIVIR

Se midio la actividad NA y se us6 zanamivir como inhibidor de la enzima. Se utiliz6 desde
100 hasta 14000 nM de dicho inhibidor. Para H1N1 se encontrd una constante de inhibicion al

50% (ICs,) de 367.2 nM (Figura 19) y para H5N2 la ICs, fue de 4792 nM (Figura 20).

100
1+
($)
£ g0 -
Q
Q
Q.
2 60
©
(1]
2 40
£ ICs0 = 367nM\l\.‘\-
< 20 -
52

0 T

| L)
2.0 2.5 3.0 3.5
Log [Zanamivir, nM]

Figura 19. Inhibicion de la actividad de NA especifica de HLIN1 por zanamivir. La linea punteada representa el 50% de la
actividad de NA alcanzada, en este caso la IC5, fue de 367 nM.
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Figura 20. Inhibicion de la actividad de NA de HSN2 por zanamivir. La linea punteada representa el 50% de la actividad de
NA alcanzada, en este caso la IC;5( fue de 4792 nM.

ENSAYO DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE NEURAMINIDASA POR LA
MOLECULA 5FENIL SIALIL a 2,3 LACTOSA ALIL

Se midio la actividad NA usando 3FSL como inhibidor de la enzima. Se tomaron de
referencia los valores de IC;, obtenidos usando como inhibidor a zanamivir para cada una de
las cepas; 367.2 nM para HIN1 y 4792 nM para H5N2. Para H1N1 se utilizé de 100-1500 nM
de 3SFL y para H5N2 de 2000-14000 nM de 3SFL.

En la figura 21 podemos ver la inhibicion de zanamivir y el comportamiento de la enzima de

la cepa H1N1 con la molécula 3FSL sin observar disminucion de la actividad.

En la figura 22 podemos ver la inhibicion de zanamivir y el comportamiento de la enzima de

la cepa H5N2 con la molécula 3FSL que tampoco muestra disminucién de la actividad.
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Figura 21. Ensayo de inhibicion de la actividad de NA de HIN1 por 3FSL. La linea punteada representa el 50% de la
actividad de NA alcanzada. Se calculé la IC5( con zanamivir = 367.2 nM.
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Figura 22. Ensayos de inhibicion de la actividad de NA de H5N2 por 3FSL. La linea punteada representa el 50% de la
actividad de NA alcanzada. Se calculé la IC5, con zanamivir = 4792 nM.
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Posteriormente debido a los resultados anteriores, se aumentaron las concentraciones del

inhibidor y se realizaron nuevamente los ensayos de inhibicion con ambas cepas.

En la figura 23 y 24 para HIN1 y para H5N2 respectivamente podemos ver el
comportamiento a mayor concentracion de dicho inhibidor, para HIN1 se aument6 hasta 14

UM y para H5N2 la concentracion se aumentd hasta 140 UM como se observa tampoco hay

disminucion de la actividad.
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Figura 23. Ensayo de inhibicion de la actividad de NA de H1IN1 por 3FSL. La linea punteada representa el 50% de la
actividad de NA alcanzada.
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Figura 24. Ensayos de inhibicion de la actividad de NA de H5N2 por 3FSL. La linea punteada representa el 50% de la
actividad de NA alcanzada.

ENSAYO DE INHIBIBICION DE ACTIVIDAD DE NEURAMINIDASA CON LA
MOLECULA 5FENIL SIALIL a 2,6 LACTOSA ALIL

Se midié la actividad NA usando 6FSL como inhibidor de la enzima. Se utilizaron las mismas

concentraciones que para zanamivir; 100-14000nM.

En la figura 25 podemos observar el comportamiento de la enzima de la cepa HIN1 con la
molécula 6FSL y la inhibicién por zanamivir. En la figura 26 podemos ver la inhibicion de

zanamivir y el comportamiento de la enzima de la cepa H5N2.

En ambos casos observamos inhibicién, con una ICs, de 916.6 nM para HIN1 y 11885 nM
para H5N2 sin embargo los valores de ICs, son mucho maés altos que los encontrados cuando

Se usa zanamivir.
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Figura 25. Inhibicion de la actividad de NA de HIN1 por 6FSL. La linea punteada representa el 50% de la actividad de NA
alcanzada. IC5g con 6SFL = 916.6 nM. IC5, con zanamivir = 367.2 nM.
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Figura 26. Inhibicién de la actividad de NA de H5N2 por 6FSL. La linea punteada representa el 50% de la actividad de NA
alcanzada. IC5( con 6SFL=11885 nM. IC5o con zanamivir = 4792 nM.
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Debido a que se observo una disminucion de la actividad de NA usando la molécula 6FSL, se
decidio aumentar las concentraciones de estas moléculas y probarlas para cada cepa. Para
H1N1 se aument6 a 14 uM y para H5N2 la concentracion se aument6 a 140 pM.

En la Figura 27 podemos ver el comportamiento de la cepa HIN1 a mayor concentracion de
6FSL, como se observa, no hay disminucion de la actividad, incluso se aprecia un incremento

en la actividad, el cual ya no corresponde al rango lineal de la curva.

De la misma manera a mayores concentraciones del inhibidor con la cepa H5N2 como se
observa en la Figura 28, no hay disminucion de la actividad y al igual que con HIN1 la

actividad se incrementa.

% Actividad especifica

0.0 0.5 1.0 1.5
Log [6FSL, uM]

Figura 27. Ensayo de inhibicion de la actividad de NA de HIN1 por 6FSL. La linea punteada representa el 50% de la
actividad de NA alcanzada.
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Figura 28. Ensayo de inhibicion de la actividad de NA de H5N2 por 6FSL. La linea punteada representa el 50% de la
actividad de NA alcanzada.
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ENSAYOS DE INHIBICION DE PLACAS LITICAS

Se realizé la titulacion con ambas cepas virales, se realizaron diluciones 1x1071, 1x1072,
1x1073,1x10™*, y 1x107°. En la figura 29 se puede observar la formacion de placas liticas
por el virus HIN1. Se pudieron contabilizar el nimero de placas a partir de la dilucion
1x10~> obteniendo un total de 72 UFP en un volumen de 400 pl para dicha dilucion. Se

calcul6 un titulo viral para la muestra original de 1.8x107 UFP/ml.

1x1073 1x10~* 1x107°

Control 1x1071 1x10°2

Figura 29. Titulacidn de placas liticas con el virus HIN1
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En la figura 30 podemos observar la formacion de placas liticas por el virus H5N2, se
pudieron contabilizar el nimero de placas a partir de la dilucién 1x10~> obteniendo un total
de 88 UFP en un volumen de 400 ul para dicha dilucion. Se calcul6 un titulo viral para la

muestra original de 2.2x107 UFP/ml.

1x1073 1x10~* 1x1073

Control ' 1x10"A1 ‘ - 1x10°2

Figura 30. Titulacion de placas liticas con el virus H5N2.

Para nuestros ensayos de inhibicion del virus HIN1 con zanamivir y la molécula 3FSL se
utilizaron 200 ul de medio (ver medio de infeccidn en seccion de métodos) de una dilucion
1x1075 (titulo viral 1.8x10% UFP/ml) obteniendo aproximadamente 36 UFP por pozo. Para
los ensayos de inhibicion del virus H5N2 se utilizd 165 pl de medio (200 pl totales ver medio
de infeccion en seccion de métodos) de una diluciéon 1x10~> (titulo viral 2.2x10% UFP/ml)

obteniendo aproximadamente 36 UFP por pozo.
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INHIBICION DE PLACAS LITICAS POR EL INHIBIDOR ZANAMIVIR

Se realizaron ensayos de inhibicion de formacidn de placas liticas para ambos virus. Se usé
zanamivir como control de inhibicion. La reduccion de placas liticas por zanamivir de las
cepas de influenza A para células MDCK se encuentra entre 4nM y 14uM (Monto et al.,
1999). Otros autores mencionan que la ICs, aunque varia dependiendo de la cepa de virus y
del tipo celular; un buen inhibidor no deberia pasar de 10 puM. Se utilizaron concentraciones
de 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800, 2000, 2200, 2400, 2600, 2800, y
3000 nM. Para la cepa H1N1 se encontro una ICg, de 1128nM y para H5N2 la ICg, fue de
2607nM.

En las siguientes figuras: 31 y 33 podemos ver los resultados de las inhibiciones para HIN1 y

H5N2 respectivamente. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
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Figura 31. Inhibicion de placas liticas de HIN1 por zanamivir. La linea punteada representa el 50% de la actividad de NA
alcanzada. En este caso la IC5( fue de 1128 nM.
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Figura 32. Inhibicién de la formacién de placas liticas de la cepa H1N1 por zanamivir. Se calculé la IC57=1128nM
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Figura 33. Inhibicion de placas liticas de HSN2 por Zanamivir. La linea punteada representa el 50% de la actividad de NA
alcanzada. En este caso la IC5, fue de 2607 nM.
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Figura 34. Inhibicion de la formacidn de placas liticas de la cepa H5N2 por zanamivir. Se calculé la IC5y= 2607nM

ENSAYOS DE INHIBICION DE PLACAS LITICAS POR EL INHIBIDOR 5FENIL
SIALIL a 2,3 LACTOSA ALIL

Se utilizé zanamivir como control de inhibicion y se probaron las siguientes concentraciones
del inhibidor: 100, 500, 1000, 2000, 4000, 8000, 16000, 100,000 nM. Se tomé un mayor
rango de inhibicién esperando encontrar la cantidad de inhibicién; sin embargo, aunque se
tom6 mayor cantidad del inhibidor para ambos casos no resulté en la inhibicion de la
formacion de placas liticas, en la figura 35 podemos ver el resultado del ensayo de inhibicion

para HIN1 y en la figura 37 para HSN2.
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Figura 35. Ensayo de inhibicion de placas liticas de HIN1 por 3FSL. La linea punteada representa el 50% de la actividad de NA
alcanzada.

Figura 36. Ensayo de inhibicion de la formacidon de placas liticas de la cepa HIN1 por la molécula 3FSL. (a-
j)- Inhibicion por zanamivir ( k-I).
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Figura 37. Ensayo de inhibicion de placas liticas de HSN2 por 3FSL. La linea punteada representa el 50% de la actividad de
NA alcanzada.

Figura 38. Ensayo de inhibicion de la formacidon de placas liticas de la cepa H5N2 por la molécula 3FSL. (a-j). Inhibicion por
zanamivir ( k-1).
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DISCUSION

Las propiedades de las neuraminidasas son desconocidas en muchos aspectos, a excepcion de
la resistencia a farmacos. Se sabe que la NA de virus humanos pandémicos son estables a
bajos pH y que la mayoria de los virus estacionales son inestables, los virus que poseen una
NA estable a pH bajos se replican méas en comparacion con los que no la poseen, la NA de
virus de influenza aviar y algunos virus humanos pandémicos como el HIN1 de 1918, el
H2N2 de 1957 y el H3N2 de 1968 son altamente estables a pH bajos (pH 5 o inferior) y la NA
de la mayoria de los virus estacionales no lo son. La NA del virus de 1968 era estable pH bajo
pero esta propiedad desaparecié después de 1971 disminuyendo las infecciones por este virus,
sugiriendo con esto que la estabilidad a bajos pH contribuye al surgimiento de pandemias, a la

patogenicidad y a la rapida adaptacion de virus humanos (Takagashi et al., 2010).

En este trabajo nosotros probamos las condiciones ideales de pH y temperatura para realizar

el ensayo de actividad de NA.

En cuanto al pH podemos decir que la cepa aviar HSN2 tuvo una actividad elevada entre 4 'y
5.5 de pH. La cepa humana HIN1 tuvo una actividad elevada a un pH entre 4 y 5, casi igual
que HINZ1; sin embargo, para HIN1 a pH 5.5 la disminucion de la actividad de NA es
considerable, lo cual no sucede con H5N2 que sigue mostrando una actividad elevada como
se observa en la Figura 16 (A y B) . Tanto la cepa HIN1 como la cepa H5N2 mostraron la

mayor actividad a un pH de 4.5.

En las aves se encuentran diferentes pH a lo largo de su sistema digestivo (2-7.59), el virus
pasa por la boca donde hay un pH de 6.75, atraviesa por el pH bajo de la molleja
aproximadamente de 4.0 y luego pasan al intestino donde el pH es superior a 6.0 nuevamente,
lo que podria explicar el mayor amplio rango de actividad por parte de la cepa H5N2 en
comparacion con la cepa HIN1 que tiene una menor tolerancia a pH més altos. Nuestros datos
en cuanto al pH de la cepa HIN1 son consistentes con los obtenidos por Takagashi en 2001,
gue encontraron que en la mayoria de los aislados de seres humanos y cerdos la actividad de
la NA disminuye por debajo de pH 4.5 (Takagashi et al., 2001)
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En un estudio realizado por Stallknecht y colaboradores se compard la persistencia de la
infectividad a diferente pH y salinidad, en un modelo de agua destilada y se encontré que los
resultados eran consistentes con los obtenidos de las muestras de lagos donde se aislaron las
cepas, sugiriendo que los resultados experimentales se pueden aplicar a condiciones de campo
(Stallknecht et al., 1990).

Podemos decir que las cepas utilizadas en este estudio estan adaptadas a las condiciones de su
hospedero lo cual se refleja en su actividad enzimatica, y que ademas, son bastante estables a
pH bajos.

En cuanto a la temperatura nuestros resultados sugieren que ambas cepas tienen mayor
actividad de NA a 37°C lo cual ya se esperaba para el caso de HLN1 puesto que es una cepa
de tipo humano y su mayor actividad a esta temperatura nos habla de un alto nivel de
adaptacion. Para H5N2 también encontramos mayor actividad a 37° lo cual no se esperaba
puesto que la temperatura corporal en aves es mayor especificamente en el pollo es de 40-
41°C. Sin embargo si existen diferencias en cuanto al comportamiento de la actividad; al
aumentar la temperatura en el caso de H1IN1 también va aumentando la actividad vy
disminuye después de 37°C, lo cual no sucede con H5N2; en esta cepa observamos actividad
elevada solo a 37°C, cabe destacar que el virus fue cultivado a esta temperatura, lo cual podria
interferir en la elevada actividad a 37°C, ademas las células que se utilizaron para la
infeccion en ambas cepas son de mamifero y no de ave. Al respecto, podria ser que las

condiciones de laboratorio influyan en los resultados como una forma de adaptacion.

En un trabajo efectuado con muestras de NA procedentes de virus aislados de patos
migradores capturados en el noreste de Francia, asi como de cerdos y humanos, mostraron
una termoestabilidad méxima a 40° C. Para virus aislados de patos, la temperatura fue menor
y menor aun la de los aislados de cerdos e intermedia para los aislados de seres humanos. En
ese trabajo se plantea que esto es debido a un mecanismo adaptativo debido a que las aves se

encuentran mas expuestas a circunstancias desfavorables en el ambiente (Fiszon et al., 1989)

De manera general, para las cepas de ambos virus se puede decir que su actividad comienza a

aumentar a partir de los 25°C y que no toleran temperaturas mayores a 40°C, esto puede
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explicarse debido a que el virus sobrevive en estas temperaturas que son las mas comunes en

el ambiente como se observa en la figura 17 (Ay B).

Los reportes con los que se cuentan hasta este momento hablan de la especificidad que existe
entre la HA de los virus humanos y aviares por los receptores predominantes en su epitelio;
sin embargo, hay pocos reportes que hablen sobre la especificidad de la NA por dichos

enlaces.

En cuanto a los sustratos 3SL y 6SL probados en este trabajo se encontrd que la cepa aviar
muestra mayor actividad al interaccionar con el sustrato 3SL, el enlace de esta molécula es
mas comunmente encontrado en el aparato digestivo de las aves, sin embargo al interaccionar
con el sustrato 6SL también se observo actividad aunque fue menor. Estos resultados nos
hablan de una preferencia de la cepa de tipo aviar sobre el sustrato del tipo 3SL no impidiendo
con esto la capacidad de la cepa para hidrolizar el enlace del tipo 6SL. Desde el punto de vista

epidemioldgico, podria explicar el por qué los saltos intraespecie de aves y humanos.

Cuando se realiz6 el ensayo de actividad de NA, bajo las condiciones establecidas en la
metodologia, con la cepa de tipo humano con el sustrato 3SL no se encontr6 actividad de NA,
lo que sugiere que la enzima de esta cepa no es capaz de reconocer este sustrato; sin embargo,
cuando se utilizo el sustrato 6SL se encontré una alta actividad de NA. Lo que quiere decir
que existe una preferencia de la enzima de esta cepa por el enlace 2,6. Lo cual no sucede con

la cepa aviar.

Estos datos son interesantes puesto que coinciden con los reportes sobre la especificidad de
reconocimiento de la HA, (3SL para los virus aviares y 6SL para los virus humanos) (Rogers
et al., 1983; Couceiro et al., 1993), sobre todo para la cepa de tipo humano. Para el virus es
muy importante que la NA y la HA tengan la misma preferencia de enlace, pues si €sto no
sucediera asi, la HA podria reconocer un determinado enlace especifico en un sustrato y su
NA otro, por lo tanto la escision de la célula hospedera no se daria con la misma eficiencia al
no reconocer ese enlace impidiendo con esto su diseminacion. Se conoce que la HA necesita
mutaciones compensatorias en la NA para mantener su virulencia. La especificidad de la HA

puede cambiar del enlace 02,3 al 02,6, cuando un virus de influenza salta de un hospedero
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aviar a uno humano, es de esperarse que este cambio vaya acompafiado de un cambio similar
en la especificidad de la NA. Estos cambios han sido evidenciados en los virus H2N2 y
H3N2. La HA regula cambios en los aminoécidos del sitio de union al receptor y la NA en los
aminoéacidos del sitio activo y en el tallo de la enzima, asegurando con esto un equilibrio

Optimo en las actividades de estas dos moléculas. (Arias et al., 2009).

Otro dato interesante con respecto a la adaptacion de estos virus es que se ha encontrado en
algunos estudios que la HA de los virus aviares también tienen capacidad de reconocer el
enlace 02,6 perdiendo especificidad por el enlace 02,3 logrando de esta manera infectar
humanos, (Gulati et al., 2005), lo cual también coincide con lo encontrado para nuestra cepa

de tipo aviar.

En cuanto a los ensayos de inhibicion de la NA con zanamivir encontramos la IC50 a menor
cantidad de este inhibidor para HIN1 que para H5N2 aproximadamente 13 veces mas la
concentracion para H5N2 que para HIN1. Por otro lado los ensayos de inhibicién con la
molécula 3FSL no dieron resultado a pesar de utilizar diversas concentraciones, aun

superando la cantidad que se agreg6 para zanamivir no encontramos inhibicién.

Para el caso del inhibidor 6FSL la inhibicién que podemos observar fue en una concentracion
mayor a la obtenida por zanamivir, sin embargo se probd aumentar la concentracion de
inhibidor sin obtener resultados favorables. Es posible que el tamafio de la molécula sea muy
grande para establecer una interaccién estable en el sitio activo de la enzima causando un
impedimento estérico para la union, ademas el &cido sialico como ya se habia explicado con
anterioridad es capaz de unirse a la NA del virus principalmente por sus grupos glicerol y
carboxilato, de la misma manera que lo hacen zanamivir y oseltamivir, aunque este Ultimo
remplaza su grupo glicerol por un éster etilico. Sin embargo, este grupo al ser hidrofébico
puede unirse a otros sitios del sitio activo que no son precisamente los del fondo del sitio
activo, que como se sabe tiene afinidad por moléculas hidrofilicas y por lo tanto las moléculas
hidrofobas no son tan afines (Laver et al., 1999). Sin embargo el caracter hidrofilico del
oseltamivir le permite por otro lado atravesar la barrera digestiva. En cuanto a las moléculas
que probamos podemos decir que no tuvo grandes efectos pues carece del grupo carboxilato
el cual es un grupo polar y negativo que puede hacer enlaces con los aminoécidos positivos

del sitio activo como son las argininas, otro factor que podria interferir es su grupo fenil el
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cual es una porcion hidrofobica que no es afin a los aminoacidos del sitio activo y al poseer
una alta polarizabilidad quiza esté uniéndose con mayor afinidad a las moléculas de agua y
por lo tanto no cumple con la funcidon de mantenerse unido al sitio activo y bloguear la unién

del acido sialico.

Estudiar las caracteristicas quimicas de las moléculas es importante puesto que nos ayudan a
desarrollar nuevas moléculas que puedan funcionar como nuevos inhibidores, en el caso de
inhibidores para el virus de la influenza, las moléculas de carga negativa y grupos funcionales

polares pueden jugar el papel principal.

Por otro lado la NA de V. cholerae que se utilizd para probar previamente la inhibicién por la
molécula 3FSL en el laboratorio del laboratorio de Quimica y Biotecnologia de
Oligosacéridos (CERMAV-CNRS Francia) tiene caracteristicas distintas a las que se
encuentran en la NA de influenza; su sitio activo se compone de aminoacidos que en su
mayoria no comparte con la NA viral ( R224 R37 R118 E756 E619 Y740 W311 D250), estas
diferencias entre la NA del virus de influenza y la NA de V. cholerae son interesantes a

comparar, ya que en la bacteria, la molécula 3SLA si mostré inhibicion en la actividad de NA.

Al hacer el anéalisis de las secuencias del sitio activo de las enzimas podemos observar que los
aminoacidos a los que se une el &cido sialico a la N1 y N2 difieren en los residuos P327, y
Y406, por lo que es légico pensar que suceda lo mismo con los sustratos 3SL y 6SL, que
ademas tienen distintos enlaces. Estos sustratos se comportan diferentes segun el tipo de
enlace con el que esta unido lo que también podria explicar por qué dichas enzimas tienen
diferente actividad no so6lo al cambiar los sustratos; sino también al cambiar el pH y la
temperatura. Seguramente estas diferencias en cuanto a los aminoacidos del sitio activo en
ambas cepas se habrian notado en el comportamiento de la inhibicion de haber podido
observarse, es decir; el inhibidor con enlace 2,3 inhibiria mas a las cepas de tipo aviar y el
inhibidor con enlace 2,6 inhibiria mas a la cepa tipo humano. Seria interesante hacer un
estudio in silico para saber a qué aminoacidos estan asociados los cambios en el sitio activo
que interfieren con la estabilidad a la temperatura y pH, asi como del reconocimiento de

sustratos e inhibidores.
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En cuanto al ensayo de placas liticas, no se observd un efecto inhibidor, por lo que podemos
deducir, que dado que el tiempo de infeccidn fue el mismo tiempo que se le dio al inhibidor,
que la molécula no interfiere en la interaccion del virus con la célula. Faltaria probar la
interaccion de la molécula con el virus a diferentes tiempos de incubacion previa y de esta
manera poder observar si la molécula es capaz de unirse y bloquear la accién de la enzima

antes de la infeccién.

De manera general, el objetivo de esta tesis fue probar moléculas que pudieran inhibir la
replicacion del virus de influenza A; sin embargo, las moléculas que se probaron en este
trabajo no funcionaron, pues las pruebas de inhibicion de neuraminidasa dieron resultados
negativos, y en ningn caso con ambas cepas y con ambas moléculas se obtuvo inhibicién de
la actividad enzimatica, asi mismo al probar la inhibicién usando un cultivo celular tampoco

logramos tener una reduccion de las placas liticas.
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CONCLUSIONES

OBJETIVO 1

De las condiciones ideales de reaccion de la NA con 4acido sidlico podemos decir que para
ambas cepas las condiciones de temperatura y pH ideales son las mismas; 37°C y un pH de
4.5, aunque los rangos de temperatura y pH varien para ambas cepas, para HINI la
temperatura va de 25-40°C y el pH de 4.0-5.0; para H5N2 la temperatura va de 30-40°C y el
pH de 4.0-5.5.

OBIJETIVO 2

En cuanto a la especificidad de las neuraminidasas por los sustratos se determinaron
diferencias, para el caso de la cepa HINI1 hay una clara preferencia por el sustrato 6SL. En el
caso de la cepa H5N2 no hay especificidad ya que se observa actividad con ambos sustratos
6SL y 3SL, pero si una preferencia por el sustrato 3SL.

OBJETIVO 3

Sobre la determinacion de la inhibicion de las neuraminidasas por las moléculas analogas para
3FSL no encontramos inhibicion en ningun caso; sin embargo, con 6FSL hay una ligera
disminucion de la actividad aunque no mayor a la encontrada por el control zanamivir.

OBJETIVO 4

La molécula 3FSL que se probo en este trabajo no mostré inhibicion de la infeccion en cultivo

celular para las cepas HIN1 y H5N2.
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PERSPECTIVAS

1. Determinar la especificidad de la hemaglutinina sobre los sustratos para las cepas
H1N1y H5N2 y analizar la relacién que guarda con la especificidad de sus

neuraminidasas.

2. Probar el efecto inhibidor de la molécula 6FSL en cultivo celular para ambas cepas.
Realizar més experimentos con diferentes concentraciones de 6FSL en el rango en que

se encontr6 disminucion de la actividad de neuraminidasa.

3. También es importante si los resultados de inhibicidn son buenos realizar ensayos con

muestras clinicas de influenza ademas de las cepas de referencia.

4. Analizar mediante un trabajo in silico el efecto que tienen los dos aminoacidos

distintos encontrados en ambas cepas en el analisis de la secuencia.

5. Desarrollar nuevos farmacos tomando en cuenta las caracteristicas de las moléculas

que hemos probado.
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ANEXOS

Tabla 4. Preparacion de los reactivos para el ensayo de NA.

Reactivos para ensayo de actividad de NA.

Reactivo Preparacion Cantidad por reaccion (ul)

Acido peryodico 25 mM 57 mg/ 10 ml de HCI 125 mM.

en HCI 125 mM HCI 125mM: 104 pl HCI/ 10 ml 50
de agua

Meta arsenito de sodio 2% .2 9/10ml de HCI .5 M

en HCI .5 M HCI .5 M: 415 pL HCI/ 10 ml 40
de agua

Acido tiobarbitdrico .1 MpH 9  .1441 g/ 10 ml con agua 200

HCI 10.5 M al 5.7% en HCI 10.5 M: 872 uL HCI/1 ml

N-butanol de agua. 500
570 ul de HCI 10.5 M / 10 ml de
butanol.

Fetuina Iml/ml de fetuina 50

Amortiguador pH 4.5 1M 50
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ALINEAMIENTO MULTIPLE DE LAS SECUENCIAS DEL GEN DE LA N1 DE LA CEPA
A/HUMAN/PUERTORICO/8/1934 HIN1 Y DEL GEN N2 DE LA CEPA A/CHICKEN/MEXICO/31381-

7/1994 H5N2.

El porcentaje de identidad fue del 43.28%
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Color Aminoacidos
Aminodcidos del Azul R118,E119,b151,R152,R156,W178,E227,E276,
sitio activo para N1 E277,R292,R371
Aminodcidos del Rojo R118,D0151,R152,E276,R292,P327,R371,Y406
sitio activo para N2
Aminoacidos Rosa V116 1117 E119 Q136 K150 D151 R152 R156
descritos en cepas W178 S179 D198 1222 E227 H274 E277 R292
H1IN1 que su N294 E425
mutacion causa
resistencia
Aminoacidos Amarillo E119 Q136 D151 R152 R156 W178 S179 D198
descritos en cepas 1222 E227 H274 E277 R292 N294 E425 1149V
H5N2 que su
mutacion causa
resistencia
Mutaciones Verde 1149V

encontradas para
HIN1

Mutaciones
encontradas para
H5N2
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