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RESUMEN 

 
El virus de la influenza A es un virus con alta capacidad de mutación que año tras año 

ocasiona epidemias estacionales en México, por lo anterior, es importante realizar un análisis 

de regiones de sus proteínas de superficie para contribuir a la vigilancia que se mantiene 

sobre este tipo de virus con potencial pandémico. Una de las regiones de mayor interés en el 

virus de la influenza A es la hemaglutinina, proteína que está compuesta por dos subunidades 

denominadas HA1 y HA2. De estas subunidades, HA1 es de mayor importancia debido a su 

alta tasa de mutación que puede afectar tanto al sitio de unión al receptor (RBS) como a las 

regiones antigénicas presentes en esta proteína.  

Durante la pandemia de Covid-19, los casos de influenza en México disminuyeron en 

comparación a los años anteriores debido a las medidas de higiene sanitaria aplicadas, no 

obstante, en años posteriores los casos de influenza A fueron en aumento, por lo que un 

análisis comparativo de las secuencias pre y pospandémicos de la hemaglutinina viral 

permitiría dilucidar los cambios y el impacto de los mismos tanto en su estructura como en 

la interacción de la hemaglutinina con el tracto respiratorio del hospedero humano. 

En este estudio, se partió de un bloque de secuencias de hemaglutinina viral de la temporada 

de influenza 2018-2019 las cuales se analizaron a través de la técnica de Polimorfismo de 

Cadena Sencilla con el objetivo de visualizar patrones electroforéticos distintos que 

indicaran un posible cambio en la secuencia nucleotídica, el cual se encontró en el 

aminoácido 202 de la secuencia de la HA1, utilizando herramientas bioinformáticas se 

evaluó el impacto en las características físicas y químicas de la estructura proteica, donde se 

aprecia un cambio en la hidrofobicidad y en el potencial de óxido reducción. Igualmente, al 

realizar el superposicionamiento de las estructuras se observó que no hubo cambio 

estructural en la posición 202. Se realizó un análisis filogenético con el fin de relacionar 

secuencias de diferentes partes del mundo con la secuencia obtenida en este proyecto y 

correlacionar su evolución. 
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ABSTRACT 
 
 

The influenza A virus is highly mutatable and causes seasonal epidemics in Mexico year 

after year. Therefore, it is important to analyze regions of its surface proteins to contribute 

to the ongoing surveillance of this type of virus with pandemic potential. One of the most 

interesting regions of the influenza A virus is the hemagglutinin, a protein composed of two 

subunits called HA1 and HA2. Of these subunits, HA1 is of greatest importance due to its 

high mutation rate, which can affect both the receptor-binding site (RBS) and the antigenic 

regions present in this protein. During the COVID-19 pandemic, influenza cases in Mexico 

decreased compared to previous years due to sanitary hygiene measures. However, in 

subsequent years, influenza A cases increased. Therefore, a comparative analysis of the pre- 

and post-pandemic sequences of viral hemagglutinin would help elucidate the changes and 

their impact on both its structure and its interaction with the human host's respiratory tract. 

In this study, a block of viral hemagglutinin sequences from the 2018-2019 influenza season 

were used, which were analyzed through the Single Strand Polymorphism technique with 

the aim of visualizing distinct electrophoretic patterns that indicated a possible change in the 

nucleotide sequence, which was found at amino acid 202 of the HA1 sequence, using 

bioinformatics tools, the impact on the physical and chemical characteristics of the protein 

structure was evaluated, where a change in hydrophobicity and redox potential is observed. 

Likewise, when superimposing the structures, it was observed that there was no structural 

change at position 202. A phylogenetic analysis was carried out in order to relate sequences 

from different parts of the world with the sequence obtained in this project and correlate 

their evolution. 
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INTRODUCCIÓN 
 

 
El virus de la influenza es un patógeno importante para la salud pública que ha afectado a la 

población mundial. Después de la pandemia de 1918 se registraron tres pandemias en los 

años 1957, 1968 y en el 2009. Una de las proteínas importantes del virus es la hemaglutinina 

(HA), que es un trímero compuesto por dos subunidades denominadas HA1 y HA2, que 

corresponden a la cabeza y tallo de la proteína respectivamente, ambas presentan 

características que le dan capacidad para para infectar a la célula huésped y por consecuencia 

la adquisición de características patogénicas del virus (Kosik & Yewdell, 2019).  

En lo particular, la subunidad HA1 presenta sitios de unión al receptor (RBS) y 

determinantes antigénicos importantes que se utilizan como blanco para el reconocimiento 

por anticuerpos generados durante la infección viral. Existe evidencia de que mutaciones en 

esta proteína provocan cambios en estas regiones que impactan en el reconocimiento celular, 

así como en los procesos de evasión de la respuesta inmune del hospedero (Tzarum et al., 

2015). 

Una forma de poder analizar el impacto que las mutaciones en estos sitios puedan llegar a 

ocasionar es a través de análisis in silico donde se utiliza un conjunto de software y de 

herramientas bioinformáticas para predecir este posible impacto y por consecuencia, estudiar 

los cambios que adquieren a través de la circulación del virus de la influenza que año con 

año aparecen durante las temporadas de otoño e invierno. Además, con este tipo de análisis 

también se puede rastrear el origen de nuevas cepas y poder comprender su origen evolutivo 

para poder generar información que pueda ser utilizada en poder rastrear nuevas cepas que 

vayan apareciendo conforme a los años. 

Por lo anterior en este trabajo se realizó un análisis in silico de la hemaglutinina del virus de 

la influenza A obtenidas de pacientes positivos de la temporada 2018-2019 y se comparó 

con las secuencias reportadas en la última temporada 2023-2024 con el objetivo de analizar 

la evolución de la hemaglutinina del virus de la influenza. 
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1. ANTECEDENTES 
 

1.1 Virus de la influenza 
El virus de influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae, de la cual se conocen los tipos 

A, B, C y D, siendo el tipo A y B aquellos con la capacidad de infectar seres humanos. De 

ellos, solo Influenza virus A es capaz de producir pandemias. Influenza virus A es un virus 

con un genoma segmentado en ocho fragmentos de ARN negativo, estos segmentos 

codifican para 12 proteínas (Willie M et al., 2020). De ellos, los segmentos cuatro y seis 

codifican para la hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) respectivamente, las cuales son 

glicoproteínas de superficie que se utilizan para subdividir en subtipos a los virus de la 

influenza A.  para poder diferenciarlos se utilizan los diferentes subtipos de HA y NA siendo 

19 subtipos de hemaglutinina y 11para neuraminidasa (Wang y et al., 2022).  

1.2 Virus de influenza A 
El virus de la influenza de tipo A, ha ocasionado diferentes pandemias a largo de la historia. 

En la pandemia de 1918 conocida como la fiebre española. El subtipo responsable fue H1N1, 

el cual causó más de 40 millones de muertes. Posteriormente aparecieron dos pandemias en 

el continente asiático en los años 1957 y 1968 con la aparición de los subtipos H2N2 y H3N2 

respectivamente con aproximadamente un millón de muertes reportadas en cada una 

(Taubenberger J & Morens DM, 2020). La pandemia más reciente fue causada por el subtipo 

H1N1 en el 2009, la cual tuvo su origen en México. El virus responsable de esta pandemia 

fue de nuevo H1N1 y se le denominó A(H1N1)pdm09 lo cual hace alusión al virus de la 

influenza A subtipo H1N1 pandemia del 2009. Este subtipo presentó una menor letalidad 

que el H1N1 de 1918 (Hernández A & Alpuche A, 2020).  
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Figura 1. Principales pandemias provocadas por el virus de influenza a través de la historia 

Se muestran los datos del subtipo circulante por pandemia, además del estimado de fallecimientos 

estimados en cada una de ellas. 

 
1.3 Patogenia 
El virus de la influenza se transmite de persona a persona a través de gotitas exhaladas al 

hablar, toser o estornudar.  Al ingresar el virus por la cavidad oral o nasal se establece una 

infección primaria en el tracto respiratorio superior por la adherencia del virus al epitelio 

respiratorio a través de la hemaglutinina presente en la envoltura fosfolipídica del virus 

(Hemaglutinina y Neuraminidasa). La interacción se da a través del reconocimiento de 

residuos de ácido siálico que se encuentra unido a glicoproteínas y glicolípidos en el epitelio 

respiratorio. Posterior a esta interacción, se forma un endosoma lo cual, por acción de la 

proteína M2 del virus que funciona como un canal iónico, baja el pH endosomal y estimula 

cambios conformacionales en la hemaglutinina exponiendo un péptido de fusión con el cual 

se inserta en la membrana endosomal. Esta activación libera el complejo ribonucleoproteíco 

del virus al citoplasma celular para posteriormente ser transportado al núcleo a través de 

señales de localización nuclear. Una vez en el núcleo se lleva a cabo la transcripción y 

replicación del genoma viral. Las proteínas generadas junto con el nuevo genoma viral 

participan en la morfogénesis, maduración y liberación de los virus nuevamente formados 

(Carrada, 2011). 
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La detección de nuevos virus se puede realizar desde un día antes de la aparición de los 

primeros síntomas hasta por un período de siete días. Algunos de los signos y síntomas que 

se presentan en la influenza son: fiebre, tos, dolor de garganta, secreción, congestión nasal, 

dolor muscular, dolor de cabeza, fatiga y en ciertos casos se presenta diarrea y vómito (Arias, 

2009). La infección puede ser asintomática, y los síntomas pueden ser leves, moderados o 

severos. Estos últimos pueden poner en riesgo la vida del paciente (Talledo y Zumaeta , 

2009). 

1.4 Hemaglutinina 
La hemaglutinina es una proteína de membrana tipo 1 la cual es codificada por el segmento 

4 del ARN viral. Esta proteína está constituida de 566 aminoácidos, es la más abundante de 

las dos proteínas de superficie del virus (hemaglutinina y neuraminidasa). En su estructura 

se pueden apreciar tres regiones: un péptido señal en la región amino terminal, un 

ectodomino largo y una región transmembranal. La hemaglutinina es la responsable del 

reconocimiento al receptor celular. Esta proteína se une al acido siálico a través de un enlace 

glicosídico α2-3 para las aves y α2-6 para mamíferos (Zhao C & Pu J, 2022). No obstante, 

estos dos enlaces glicosídicos se encuentran en el cerdo por lo que estos animales son 

susceptibles de infección tanto por cepas aviares como de mamíferos (Sriwilaijaroen & 

Suzuki, 2012). 

La hemaglutinina es una proteína que se secreta como un precursor denominado HA0 el cual 

es procesado para obtener la proteína madura y funcional. La síntesis de esta proteína se 

realiza en el retículo endoplásmico donde se glicosila en residuos de asparagina y se pliega 

como trímero con uniones no covalente y con la ayuda de chaperonas. En su paso por el 

complejo de Golgi, esta proteína pasa por un proceso adicional de acilación en los residuos 

de cisteína lo cual contribuye a la capacidad de fusión de membranas y al ensamble del virón 

durante los procesos de morfogénesis viral (Lakadamyali M et al., 2004).      

Un tercer proceso incluye el procesamiento proteolítico, lo cual da lugar a dos subunidades 

denominadas HA1 y HA2 unidas a través de diferentes interacciones que incluyen enlaces 

disulfuros, puentes salinos y puentes de hidrógeno. En la estructura de estas subunidades se 

aprecia un ectodominio en el tallo de la molécula, así como cuatro subdominios 

denominados: subdominio de unión al receptor, subdominio de esterasa vestigial, 

subdominio de fusión de membrana y el subdominio transmembranal (Lakadamyali M et 

al., 2004). HA1 es un polipéptido de 320 residuos y presenta el dominio de esterasa vestigial 
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que está estructurado en dos pequeñas regiones que incluyen 53 aminoácidos del amino 

terminal (60-112) y 21 aminoácidos (266-277) del carboxilo terminal y el dominio de unión 

al receptor que se encuentra localizado en la parte central de la subunidad HA1. Por su parte 

HA2 se compone de 221 residuos y está constituido por un ectodomino largo de 166 

aminoácidos (335-500) donde se encuentra el dominio de fusión, además, presenta un 

dominio transmembranal que mantiene unida la hemaglutinina en la envoltura viral. 

Estructuralmente, el dominio de unión y el dominio de esterasa vestigial comprenden la 

cabeza globular mientras que el dominio de fusión, el ectodominio y el dominio 

transmembranal constituyen el tallo de la hemaglutinina (Carter & Iqbal, 2024). 

1.5 Dominio de unión al receptor 
La hemaglutinina presenta una cabeza globular en la subunidad HA1 donde se encuentra 

localizado el sitio de unión al receptor celular. Cada una de las moléculas que forman el 

trímero presentan este sitio de unión y todas las hemaglutininas de virus influenza A de aves 

son capaces de unirse al ácido siálico, a diferencia de las hemaglutininas de murciélagos que 

se unen a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (Wu & Wilson, 2020). Este 

sitio de unión está constituido por tres elementos de estructura secundaria los cuales forman 

dos bucles denominados bucle 130, bucle 220 y una estructura denominada hélice 190. 

Aunque la composición de aminoácidos en este sitio de unión puede variar dependiendo de 

la hemaglutinina, existen varios aminoácidos que se conservan y que son clave en la 

interacción con el ácido siálico (Carter & Iqbal, 2024). Entre ellos destacan W153, H183, 

L194, y la Y195.  Sin embargo, dependiendo del subtipo de la hemaglutinina existen 

variaciones en los aminoácidos que pueden interactuar con el ácido siálico. Por ejemplo, 

existe evidencia de que en H3 los aminoácidos Y98, W153, E190, Y195 and H183 pueden 

interactuar con el ácido siálico a través de múltiples puentes de hidrógeno. Asimismo, el 

perfil de glicosilación también puede ser un factor que determina la interacción del RBD con 

el ácido siálico (Luzco J et al., 2021). 

1.6 Dominio de fusión 
Para que el virus de la influenza penetre al citoplasma celular requiere de un péptido con una 

pequeña secuencia de 23 aminoácidos en la región amino terminal de la subunidad AH2 

denominada dominio de fusión. Este dominio se forma por el proceso proteolítico de la 

hemaglutinina durante la formación de las subunidades AH1 y AH2. El péptido de fusión 

presenta pocas variaciones entre las 16 hemaglutininas de aves. Se encuentra localizado en 

el extremo amino terminal de AH2 y su composición tiene un carácter hidrofóbico 
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(Sriwilaijaroen & Suzuki, 2012). 

 

Siendo el dominio de fusión una región constituida de aminoácidos hidrofóbicos, se facilita 

la interacción con la membrana endosomal durante el proceso de penetración del virus 

influenza (y muchos otros virus). La fusión de este dominio con la membrana endosomal se 

realiza cuando el ambiente endosomal se torna acídico, lo que permite un cambio 

conformación que transloca el péptido de fusión presente en pH neutro a exponerse e 

interactuar con la membrana endosomal formando poros de suficiente tamaño para que el 

complejo ribonucleoproteico del virus sea trasladado al citoplasma donde se inicia el proceso 

de biosíntesis tanto de la replicación como la transcripción del genoma con la producción de 

RNAs mensajero y por consecuencia proteínas virales (Lakadamyali M et al., 2004). 

1.7 Impacto de mutaciones en la hemaglutinina viral 
El virus de la influenza posee mecanismos de mutación que pueden ir desde cambios 

puntuales hasta un intercambio de segmentos génicos. Los cambios puntuales se denominan 

deriva antigénica y resulta en la evolución gradual de las cepas virales que se da por 

mutaciones puntuales que pueden impactar en el sitio antigénico o en el dominio del 

receptor. Por otra parte, el intercambio de segmentos génicos se conoce como 

desplazamiento de segmentos, que puede resultar en la formación de una nueva cepa de virus 

ya que puede existir un reordenamiento genético y un intercambio de segmentos completos; 

este tipo de mecanismo ha sido el principal responsable de la generación de cepas 

pandémicas (Griffin y Tompkins, 2023). 

Como la HA está en la superficie, es fácilmente reconocida por los anticuerpos del hospedero 

y el virus puede pasar por procesos de neutralización por estos anticuerpos al evitar la 

interacción entre la hemaglutinina y el ácido siálico. No obstante, existen mecanismos por 

los cuales el virus puede escapar del sistema de defensa del hospedero. Estos mecanismos 

ocurren durante el ciclo de replicación viral (Du et al., 2021). Por ejemplo, la ARN 

polimerasa viral puede introducir errores con alta frecuencia durante la síntesis de ARN 

viral. Durante la replicación, estos errores pueden generar variantes de la HA permitiendo 

que el virus cambie su fenotipo, lo que puede conllevar a escapar al reconocimiento por los 

anticuerpos neutralizantes y por consecuencia evadir la neutralización. Durante la deriva 

antigénica, las secuencias de aminoácidos se pueden cambiar por estas mutaciones en áreas 

que están expuestas al reconocimiento de anticuerpos, así como a las regiones requeridas 
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para la unión al receptor (Gamblin et al., 2021). 

 

Aunque la deriva antigénica puede producir un cambio en la antigenicidad o en su capacidad 

de unión al receptor, existe evidencia de 19 subtipos de hemaglutinina 16 de las cuales 

circulan en aves y tres en murciélagos (Fereidouni et al. 2023). Si bien los subtipos H1, H2 

y H3 han sido los responsables de las últimas cuatro pandemias, el potencial de reordenar 

los segmentos génicos durante los procesos de replicación puede generar un cambio drástico 

en el fenotipo de los virus al reemplazar uno o varios segmentos generando una nueva cepa. 

(Kirkpatrick et al., 2018). 

Lo anterior, da importancia sobre estos dos mecanismos de mutación; la deriva antigénica y 

el desplazamiento de segmentos del virus en la generación de nuevas variantes. Un ejemplo 

claro es el subtipo H1N1 responsable de la pandemia del 2009, esta cepa viral fue una 

variante del subtipo H1N1 ya que presentaba segmentos génicos de dos cepas porcinas, una 

cepa aviar y una cepa humana. Lo anterior, aunado a la generación de una mutación por 

deriva antigénica, permitió traspasar la barrera de la especie porcina a la población humana 

con los resultados registrados en todo el mundo.  

1.8 Caracterización genética del virus de la influenza 
El virus de influenza como muchos otros tipos de virus, posee una alta variabilidad genética 

que le provee de una ventaja evolutiva que le permite mantener una constante adquisición 

de características que se suman a su virulencia o patogenicidad. Estudios de caracterización 

genética del virus de la influenza han permitido determinar el grado de similitud que hay 

entre ellos; monitorear los cambios a lo largo del tiempo; identificar cambios genéticos que 

impactan las propiedades del virus; evaluar la efectividad de una vacuna contra un virus de 

la influenza en particular; así como monitorear los cambios genéticos en los virus de la 

influenza propios de animales que podrían infectar a los seres humanos (Taubenberger J & 

Morens DM, 2020). 

El alineamiento de secuencias y la obtención de árboles filogenéticos para el análisis de la  

evolución a lo largo de los años utilizan diferentes métodos de alineamiento donde destaca 

el método CLUSTALW, que está basado en un alineamiento progresivo donde comienza 

alineando pares de secuencias por dos diferentes métodos ( k-tuple o programación dinámica 

completo) de donde se obtienen medidas de distancia con las que se va formando el árbol 

guía y finalmente alinea progresivamente las secuencias más cercanas (Thompson et al., 
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1994). 

 

Para la secuenciación de muestras de ADN se utiliza principalmente productos derivados de 

la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para posteriormente utilizar alguno 

de los métodos de secuenciación y proceder a su análisis, una desventaja de este 

procedimiento es el costo que representa la secuenciación en una gran cantidad de muestras, 

por lo que se han desarrollado metodologías que permitan generar un análisis previo de los 

candidatos provenientes de la PCR para poder seleccionar muestras con posibles mutaciones 

(Hashim et al., 2019). La PCR acoplada a la técnica de polimorfismo de conformación de 

cadena simple (PCR-SSCP) es un método utilizado para genotipificar productos de PCR de 

múltiples organismos (Badi a et al., 2021). En lo particular la SSCP permite la detección de 

polimorfismos de un solo nucleótido y mutaciones que no pueden ser detectadas por métodos 

como en la técnica de polimorfismo de fragmento largo (RFLP). Esta técnica de SSCP se 

basa en la observación de los fragmentos de DNA a través de diferentes patrones que genera 

una conformación específica (Stipoljev et al., 2020). La técnica fue utilizada por primera 

vez para identificar posibles mutaciones dentro de productos de PCR, ambas técnicas 

acopladas se basan en que la conformación tridimensional de las secuencias al plegarse se 

ven afectadas por una mutación en la secuencia primaria que altera esta conformación física 

(Hashim et al., 2019). 

1.9 Efecto de la pandemia de COVID-19 en la circulación del virus de la influenza 
Con la llegada del virus SARS-COV2 a finales de 2019 y su expansión en años posteriores, 

se implementaron diferentes medidas preventivas para disminuir el número de contagios de 

esta enfermedad, algunas de las recomendaciones y medidas fue el uso obligatorio de 

cubrebocas, de gel con base alcohol, la distancia entre personas en lugares públicos, entre 

otros; esto a la vez que ayudó a disminuir los contagios del virus SARS-COV2, también 

ayudó a que los casos de otros virus se dieran a la baja, incluido el virus de la influenza que 

en años anteriores a la pandemia de COVID-19 tuvieron pequeñas epidemias a lo largo del 

país (Leung et al., 2020). Es importante mencionar que los virus de influenza estacional 

tienen un incremento en los periodos de invierno. En un estudio realizado por Eisen A, y 

colaboradores en 2021 donde analizaron un total de 1000 muestras, solo el 3.18% resultaron 

positivas para el virus de influenza A, mientras el 41.8% de las muestras resultaron positivas 

para SARS-CoV2, lo que nos habla de una baja en los casos reportados para otros virus 
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durante esta pandemia.  

En 2022, Dhanasekaran y colaboradores realizaron un análisis filogenético de máxima 

verosimilitud de secuencias de la hemaglutinina del virus de la influenza estacional desde el 

brote del virus SARS-CoV-2. En este estudio, se detectaron pocos casos del subtipo 

A(H1N1) del virus de la influenza desde abril del 2020, encontrando además que algunos 

linajes de este subtipo, que principalmente habían estado circulando en áfrica, para el 2021 

fueron detectados principalmente en la India, lo que nos habla de que a pesar de un número 

bajo de casos reportados la circulación de este subtipo de influenza continuo expandiéndose 

entre la población mundial. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

 
La subunidad HA1 posee 5 sitios antigénicos que se caracterizan por ser susceptibles a 

mutaciones. Al interactuar con el ácido siálico para el anclaje a la envoltura viral, hace que 

los cambios en esta región sean de importancia para la patogenicidad y virulencia del virus. 

El virus de influenza posee un potencial pandémico que lo ubica como uno de los patógenos 

de importancia para la salud pública, por lo que se realiza una vigilancia epidemiológica 

constante. El conocer los pequeños cambios que vaya adquiriendo este virus y comprender 

a qué escala impactan, nos permitirá generar información que sea de ayuda en caso de una 

emergencia de salud pública. 
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3. HIPÓTESIS 

 
Los cambios aminoacídicos entre la secuencia de referencia y la secuencia de análisis se 

verán reflejados en la estabilidad de la interacción con el receptor de ácido siálico.
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4. OBJETIVOS 
 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

 
Analizar in silico la subunidad HA1 del virus de la influenza A(H1N1)pdm09 de cepas 

circulantes en una población Mexicana. 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Generar información nucleotídica de la subunidad HA1 de la hemaglutinina a partir de 

aislados clínicos. 

 

2. Analizar in silico el efecto de las mutaciones identificadas sobre la estructura de la 

hemaglutinina viral. 

 

3. Determinar el posible impacto de las mutaciones con la interacción a los receptores 

siálicos del hospedero mediante análisis in silico. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

5.1 Diagnóstico de influenza A(H1N1)pdm09 por RT-PCR en tiempo real 
Los tubos con medio de transporte e hisopo fueron agitados en el vórtex de 5 a 10 s, para 

después agitar el hisopo y comprimirlo en las paredes del mismo tubo de muestra. 

Finalmente se deshecha el hisopo y se procesa la muestra según las instrucciones de los 

Lineamientos para la Vigilancia Epidemiológica de Influenza por la Secretaría de Salud. 

 

5.2 Extracción de ARN 
Las muestras fueron extraídas previamente con el MiniKit QIAamp Viral RNA (250) de 

Qiagen, utilizando las instrucciones y recomendaciones del fabricante. Se utilizó un volumen 

de 140 µL de muestra de ARN viral y 560 µL de búfer AVL/RNA en un microtubo de 1.5 

mL los cuales fueron incubados por 10 minutos a temperatura ambiente y centrifugados 

levemente. Posteriormente se añadieron 560 µL etanol (96-100%), se agitó en un agitador 

tipo vortex y se centrifugó levemente. De la solución anterior se adicionaron 630 µL en una 

columna QIAamp y se centrifugó a 8000 rpm durante 60 segundos, finalmente se desechó 

el filtrado por medio de decantación, este último paso fue realizado por segunda vez, y se 

procedió a realizar lavados con buffer AW1 en una cantidad de 500 µL y se centrifugó a 

8000 rpm por 60 segundos. El filtrado fue decantado y se añadieron 500 µL de búfer AW2 

a la columna para proceder a la centrifugación a 13000 rpm durante 3 minutos. Una vez más 

se decantó el filtrado y se repitió la centrifugación en nuevo tubo colector. Se colocó la 

columna en un microtubo de 1.5 mL y se añadieron 60 µL del búfer AVE; se incubaron por 

1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugaron a 8000 rpm por 60 segundos. Se recuperó 

el ARN en el tubo de 1.5 mL y se guardaron a – 70º C hasta su uso. 

 

5.3 Reacción en Cadena de la Polimerasa- Retrotranscriptasa Multisegmento 
Para realizar la amplificación de los 8 segmentos de influenza se realizó una RT-PCR basada 

en la metodología descrita pro Zhou y colaboradores en el año 2009, donde utilizando los 

dominios conservados en los extremos terminales se diseñaron un par de iniciadores 

MBTuni12 y MBTuni13 con el fin de aprovechar los extremos conservados de los 8 

segmentos del Virus de influenza A y el SuperScript III Platinum One‑Step RT‑PCR kit 

(Invitrogen) de acuerdo con las condiciones sugeridas por el fabricante. 
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Tabla 1. Componentes de la mezcla de reacción para la retrotranscripción y 

amplificación del genoma viral. 

Componente 1 Reacción 
(µL) 

Master Mix 2X 12.5 
SuperScript™ III 
RT/Platinum™ 
Taq Mix 

0.5 

MBTuni12  ( 10 
µM) 0.5 

MBTuni13 ( 10 
µM) 0.5 

Agua 6 
Muestra 5 

Volumen total de la mezcla de reacción, 25 µL. 
 

Como control negativo (NTC) en estos ensayos se utilizó agua libre de nucleasas y se 

realizaron los ensayos preparando soluciones con las cantidades correspondientes a 20 

reacciones, descritas en la Tabla 1. 

Para comenzar con el protocolo de termociclador las muestras fueron centrifugadas y se 

llevaron a termociclador Veriti (Applied Biosystems) para la RT-PCR multisegmento 

utilizando los parámetros de 42 °C durante 60 min, 94 °C durante 2 min y luego 5 ciclos (94 

°C durante 30 s, 45 °C durante 30 s y 68 °C durante 3 min), seguidos de 31 ciclos (94 °C 

durante 30 s, 57 °C durante 30 s y 68 °C durante 3 min).   

 

5.4 Electroforesis en gel de agarosa 
Con el fin de visualizar la integridad de los segmentos génicos de las muestras del virus de 

influenza A, se realizaron geles de agarosa para realizar el procedimiento de electroforesis. 

 

5.4.1 Preparación del búfer de carga 
 Utilizando un tubo estéril de 1.5 mL, se agregaron 200 µL de búfer de carga 6X TBE, 400 

µL de glicerol (100 %) y 600 µL de agua libre de nucleasas y  12 µL de GelRed Nucleic 

Acid Gel Stain, 10,000X (Biotium), la mezcla fue homogenizada y fue alicuotada en 

volumen de 100 µL en microtubos de 1.5 ml estériles y posteriormente resguardados en 

congelación. 
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5.4.2 Preparación del búfer TBE 
Se preparó una solución stock de búfer TBE 5X con 54 g búfer Tris base (Sigma), 27.5 

gramos de ácido bórico (US Biological) y 4.5 g de EDTA (US Biological) para una solución 

de 1 L. Se ajustó el pH a 8.4 y se aforó a 1 L con agua bidestilada para obtener una solución 

de trabajo al 0.5X. 

 

5.4.3 Preparación del marcador de peso molecular (MPM) 
Se adicionaron 49 µL de agua libre de nucleasas a un microtubo estéril y se añadió 1 µL del 

MPM (1 Kb DNA plus Ladder, Invitrogen) y se procedió a homogenizar la muestra. Estas 

soluciones fueron conservadas en congelación hasta su uso. 

 

5.4.4 Preparación del gel de agarosa 
Se preparó un gel de agarosa al 1 %, añadiendo 0.35 g de agarosa ultrapura (Invitrogen) en 

35 mL de TBE 0.5X. a un matraz Erlenmeyer. Se llevó la mezcla a calor por 60 segundos en 

intervalos de 20 seg en microondas con el fin de obtener una solución homogénea. Una vez 

a temperatura ambiente, se vertió en la plataforma de fundición de 7 x 7 cm para un gel de 

10 pozos, el cual se dejó gelificar por una hora previo a su uso.  

Las muestras fueron cargadas por medio de una mezcla en la cual se añadió búfer TBE 0.5X 

y se agregaron entre 1 y 5 µL de muestra, agua o MPM previamente combinados con 1 µL 

de búfer de carga. El proceso de electroforesis siguió el protocolo de 100 V (constante) por 

40 min y se visualizó en un fotodocumentador (Fisher Scientific) con luz ultravioleta (260 

nm). Una vez confirmada la presencia e integridad del ADN correspondiente a los segmentos 

virales, se resguardó cada uno para su posterior uso en la amplificación del segmento HA1 

de la hemaglutinina. 

 

5.4.5 Selección de muestras para análisis de subunidad HA1 

Para seleccionar las muestras que serían analizadas por secuenciación, se tomaron 25 

muestras de la temporada 2018 -2019 y se amplificó un segmento de aproximadamente 339 

pb que se analizó por electroforesis en gel de polimorfismos de conformación de cadena 

simple (SSCP) para identificar muestras con diferencias en la secuencia nucleotídica de una 

región de la subunidad HA1.  
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5.4.6 PCR para segmento de ~ 300 pb de la subunidad HA1 

Se seleccionó un par de iniciadores que flanquearan una región de aproximadamente de 

339 pb de entre aquellos propuestos por el CDC en el 2009 específicos para secuenciar el 

genoma del virus de la influenza A H1N1pdm (CDC, Sequencing Primers and Protocol, 

2009). Los iniciadores utilizados se muestran en la Tabla 2. 

 

Tabla 2. Iniciadores para amplificar segmento de la subunidad HA1. 

Nombre  Iniciador 

HA1-

F190 
5´AACTATGCAAACTAAGAGGGGTA 3´ 

HA-F1-

R 

5´CAGAAACAGCTATGACCTCATGATTGGGC 

CAY 3’ 

 

Para cada muestra realizamos una PCR utilizando GoTaq Green 2X (Promega) 12.5  y los 

parámetros de termociclador fueron 1 ciclo de 95°C por dos minutos, 35 ciclos de 95°C 

por 30 segundos, seguidos de 55°C por 45 segundos y 72°C por 30 segundos, finalmente 1 

ciclo de 72°C por 7 minutos y 18°C hasta que se retiren las muestras. Los productos de 

amplificación se guardaron en congelación hasta su uso.  

 

5.4.7 Electroforesis de polimorfismos de conformación de cadena simple 

El ensayo incluye el montaje de la cámara de electroforesis, la cual debe de ser limpiada con 

sus materiales como ligas, placas de virio y broches con agua bidestilada. Se debe realizar 

el montaje correcto, iniciado con dos tiras blancas de plástico que sirven para separar las 

placas de cristal y general el espacio equivalente al ancho del gel, el cual es sellado con 

agarosa al 1% en los bordes laterales. Respectivamente se agregó en un tubo falcón las 

cantidades de  37.5 mL de agua bidestilada, 10 mL de acrilamida, 2.5 mL de TBE 10X, 80 

µL de TEMED y 250 µL de APS al 10%, e inmediatamente se vació entre los cristales 

previamente sellados  y se colocó el peine para generar los pozos del gel, esto se dejó 

polimerizar aproximadamente 40 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, las placas de 

cristales que contienen el gel polimerizado se ensamblan con la cámara ajustando los broches 

de cada lateral. Se procedió a agregar buffer TBE 0.6X hasta la marca que indica el nivel 

óptimo y se realizó una pre-corrida con los siguientes parámetros: 100 Volts, 45 mAmps por 
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1 hora. Transcurrido el tiempo, se colocaron las muestras a analizar en hielo y se añadió a 

cada una de ellar 4 µL de buffer de carga y se homogeneizaron para posteriormente 

colocarlos en los pozos del gel de poliacrilamida. La electroforesis final siguió los siguientes 

parámetros: 150 Volts, 45 mAmps por 15 horas.   

5.4.8 Tinción con plata 

Para visualizar las bandas amplificadas en la técnica de SSCP, se realizaron soluciones 

fijadores, comenzando con la tinción de plata, donde en esta solución la técnica se basa en 

que los iones de lata se unen a las cadenas laterales de los aminoácidos, específicamente en 

los grupos carboxilo y  que posteriormente se visualizarán como bandas o manchas de color 

marrón ( Beidler et al., 1982).de esta técnica que puede teñir las bandas amplificadas se 

buscaron patrones de bandeo similares para poder analizar al menos una muestra de cada 

uno de los grupos de patrón de bandeo. 

 

5.4.9 Diseño de iniciadores 

Una vez seleccionadas las muestras candidatas a análisis de secuenciación, se realizó la 

obtención de la subunidad HA1 completa, para la cual se realizó una secuencia consenso, a 

partir de la información de la base de datos IRD (Influenza Research Database) , utilizado 

herramientas bioinformáticas como MUSCLE, BLAST y la herramienta Bioedit . 

 

Se seleccionaron aquellas secuencias que cumplieran con los siguientes parámetros:   

 

● Segmentos de Hemaglutinina Completos 

● Virus de Influenza tipo A 

● Subtipo de Influenza A (H1N1)pdm09 

● Rango de fecha de 2017-2022 

● Hospedero humano 

● México como grupo geográfico 

Se utilizó la base de datos del Centro Nacional para la Información Biotecnológica (NCBI) 

y se tomaron las secuencias en formato FASTA. Utilizando las herramientas bioinformáticas 

BLAST y Bioedit, se realizó un alineamiento múltiple de las secuencias seleccionadas. 
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En la Figura 2, se puede observar las secuencias seleccionadas, siendo todas provenientes 

de virus de influenza A correspondientes a la Hemaglutinina, aisladas entre 2017 y 2022 en 

México. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 2 .Números de acceso de NCBI utilizados para el diseño de iniciadores para la 
amplificación de la subunidad HA1. Se muestran en la imagen los números de acceso de cada una 

de las secuencias correspondientes al segmento de la Hemaglutinina del virus de influenza A , 
aislados en México en el periodo del 2017-2022. 

 
Se utilizó el software Oligo7 (Molecular Biology Insights, 2024) para realizar el diseño de 

iniciadores sentido y antisentido para la amplificación de la secuencia nucleotídica de la 

HA1 de la hemaglutinina (Tabla 3).  

 

Tabla 3. Iniciadores diseñados para amplificar la subunidad HA1 de la hemaglutinina del 
virus de la influenza A. 

Nombre  Iniciador Tm Tamaño  

HA1-F190 5´AACTATGCAAACTAAGAGGGGTA 3´  56.1° 23 nt 

HA1-R869 5´GTGGACTGGTGTATCTGAAATG 3´  55.6° 22 nt 

 

 

Número de acceso Organismo País Región Año Tamaño (pb)
 MF593583.1 Virus influenza A México HA 2017 1701
MF593575.1 Virus influenza A México HA 2017 1701
MF593567.1 Virus influenza A México HA 2017 1701
MF593559.1 Virus influenza A México HA 2017 1701
MN581295.1 Virus influenza A México HA 2019 1752
MT874033.1 Virus influenza A México HA 2020 1752
MT331259.1 Virus influenza A México HA 2020 1752
MT331248.1 Virus influenza A México HA 2020 1752
MT331244.1 Virus influenza A México HA 2020 1752
MT244884.1 Virus influenza A México HA 2020 1752
MT244877.1 Virus influenza A México HA 2020 1752
 MT244871.1 Virus influenza A México HA 2020 1752
 MT244863.1 Virus influenza A México HA 2020 1752
MT168088.1 Virus influenza A México HA 2020 1752
 MT168080.1 Virus influenza A México HA 2020 1752
OQ245870.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
OQ245878.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
OQ245886.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
OQ245894.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
OQ232102.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
OQ203472.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
OQ203464.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
OQ203456.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
OQ203448.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
OQ203440.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
OQ203432.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
OP694748.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
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6.5  PCR para amplificar la HA1 

Se preparó la mezcla de reacción como se muestra en la Tabla 4 para un volumen final de 

25 µL, y se visualizó en gel de agarosa al 1 % añadiendo 1 µL de muestra con un µL  de 

buffer de carga al gel. 

 

Tabla 4. Mezcla de reacción para amplificación de subunidad HA1. 

 

 

 

 

 

 

 

Los amplicones se resguardaron en congelación hasta su uso. 

 

6.6 Obtención del vector plasmídico con la secuencia HA1 
Para realizar la secuenciación de la HA1, se subclonó la secuencia nucleotídica previamente 

amplificada de HA1 en el vector pCR 2.1-TOPO® de Invitrogen, se transformaron células 

competentes de E. coli DH5a y se cultivaron en agar LB, posteriormente en caldo LB para 

la purificación del vector con el inserto.  

 

6.6.1 Preparación de agar LB 

Para el aislamiento de las clonas con el vector plasmídico y la secuencia de la HA1, se 

utilizaron placas de agar LB Miller. Las cantidades utilizadas comienzan con 24 g de agar 

LB Miller (Applichem, lote 0927-1/44) que se disolvieron en 600 mL de agua bidestilada 

que fueron esterilizados después de separar 300 mL en dos frascos. En campana y con el 

medio a temperatura ambiente, se adicionó a uno de los matraces 1.5 mL de kanamicina 10 

mg/mL, para obtener una concentración final de 50 mg/mL, que se homogenizó y se vació 

en 24 cajas Petri estériles desechables que fueron etiquetadas de acuerdo a la presencia o 

ausencia de antibiótico. 

 

Componente Volumen (µL) 

Master Mix 12.5 

Iniciador HA1-F190 0.5 

Iniciador HA1-R-869 0.5 

Agua 10.5 

Muestra 1 
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6.6.2 Preparación de caldo LB 

Utilizando 7 gramos de caldo LB Miller (US Biological, Lote L8102422 08102422) se 

realizó una solución con 300 mL de agua bidestilada que fueron disueltos hasta obtener una 

solución homogénea. De la solución anterior se elaboraron alícuotas en volúmenes de 50 y 

100 mL en frascos estériles los cuales se esterilizaron a 121°C/15min, y posteriormente se 

resguardaron en temperatura ambiente hasta su uso. 

 

6.6.3 Subclonación en vector pCR 2.1 TOPO 

Se utilizó el TOPO® TA Cloning® Kit de Invitrogen que contiene el vector pCR 2.1-

TOPO® (figura 3). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Mapa del vector pCR 2.1-TOPO® de Invitrogen. Se muestran los sitios importantes 
que componen al vector plasmídico como el sitio del promotor, los ORF de resistencia antibióticos 

y el sitio de origen pUC. 

Para preparar la reacción de subclonación del segmento de la subunidad HA1 se realizó la 

siguiente mezcla: 
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Tabla 5. Reactivos para subclonación. 

Reactivo Volumen 

Vector plasmídico 1 µL 

Solución de sales 1 µL 

Agua 3 µL 

Producto de PCR 1 µL 

 

Se agregaron 2 µL de la reacción de clonación TOPO® en un vial de One Shot® 

químicamente competente de E. coli y se mezcló suavemente para proceder a ser incubado 

en hielo por 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se aplicó un choque térmico a las 

células a 42°C por 30 segundos y  se colocó en hielo nuevamente. Se adicionaron 250 µL de 

medio LB previamente preparado a medio ambiente y se dejó incubando en agitación a 37°C 

por una hora a 200 rpm. Finalmente se tomaron 50 µL del vial de cada una de las muestras 

y se extendieron en una placa atemperada con LB, que se dejaron incubar toda la noche a 

37°C. 

 

6.6.4 Transformación de células competentes de E. coli DH5alpha 

La transformación de E.coli  fue realizada bajo las especificaciones del kit utilizado TOPO® 

TA Cloning® Kit de Invitrogen , de las cuales se mencionan las siguientes condiciones: 

Previo al ensayo se atemperaron placas de agar Lb con y sin antibiótico, además una alícuota 

de 1mL de caldo LB se colocó en agitación a 37°C y el termoblock se llevó hasta los 42°C 

En un microtubo de cepa E.coli DH5α competente (aprox. 100 µL) se agregaron 5 µL del 

plásmido para subclonación PCR TOPO 2.1 y se mezcló de manera suave para ser incubado 

en hielo por 60 minutos,  transcurrido ese tiempo se colocó por 90 segundos a 42°C en 

thermoblock y se pasó a incubar en hielo por 2 minutos. Finalmente se añadieron 1 mL de 

LB a 37°C y se incubó por una hora en agitación. Se inocularon las placas de agar LB con 

kanamicina y de LB sin antibiótico con 100 µL de cultivo utilizando el asa en triángulo.  

 

6.6.5 Aislamiento de clonas 

De acuerdo con el número de clonas obtenidas, en un área de trabajo estéril se tomaron con 

un asa bacteriológica cada una de las colonias crecidas en una nueva placa por estría simple. 
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Posteriormente se dejaron crecer un día en la incubadora a 36.5 °C.  

 

6.6.6 Cultivo en caldo LB 

La siembra en caldo LB para las muestras fue realizada en área de mechero, utilizando tubos 

de ensayo con tapón de rosca de 16 × 150, medio LB y utilizando kanamicina como 

antibiótico. El medio LB con kanamicina fue colocado en cada uno de los tubos en 

volúmenes de 3mL por tubo y con un asa bacteriológica se sembró cada una de las muestras 

candidatas. Los tubos fueron llevados a incubación con agitación de 300 rpm durante toda 

la noche a una temperatura de 36.5 °C. 

 

6.6.7 Preservación en glicerol 

Para el resguardo del plásmido recombinante se realizó en condiciones de esterilidad 

alícuotas para preservación en ultracongelación, donde en un microtubo de 1.5 mL se 

adicionaron 250 µL de glicerol al 60% y 750 µL de cultivo en medio LB líquido, la solución 

fue homogeneizada y se generaron alícuotas de 200 µL que se colocaron en criotubos que 

fueron sellados con Parafilm y almacenados para su resguardo.   

 

6.6.8 Purificación por Minipreparación 

Se utilizó el Kit PureLink™ Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen) y se siguieron las 

especificaciones del fabricante, donde se menciona: 

Se tomaron de 1–5 mL del cultivo LB previamente centrifugados durante la noche (utilice 

1–2 ×109 células de E. coli para cada muestra). De esta muestra se desechó todo el medio y 

se añadieron 250 µL  de la solución R3  para posteriormente homogeneizar con el sedimento.  

Se añadieron 250 µL de la solución de tampón de lisis L7, y se mezcló suavemente al invertir 

el tubo y se incubó a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente se agregaron 350 

µL de tampón de precipitación N4 y se mezcló inmediatamente hasta homogeneizar y se 

procedió a centrifugar el lisado a >12 000 × g por un lapso de 10 minutos. Donde el 

sobrenadante se colocó en una columna giratoria en un tubo de lavado de 2mL y se centrifugó 

la columna a a 12.000 × g durante 1 minuto. Terminado este tiempo se desechó el 

sobrenadante y se colocó la columna en el tubo de lavado. 

Se agregaron 500 μL de tampón de lavado con etanol a la columna y se dejó incubar por un 

minuto a temperatura ambiente, se centrifugó la columna a 12 000 x g por un minuto y se 
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descartó el sobrenadante para colocar posteriormente de nuevo la columna en el tubo de 

lavado y se agregaron 700 μL de tampón de lavado con etanol a la columna para ser llevado 

a centrifugación por un minuto a 12.000 x g, una vez transcurrido el tiempo se desechó el 

sobrenadante y se colocó la columna en el tubo de lavado para centrifugar una vez más 

utilizando las mismas condiciones, finalmente se desechó el tubo de lavado y colocó la 

columna giratoria en un tubo de 1.5mL y se agregaron 75 μL de buffer TE en el centro de la 

columna , este fue incubado por un minuto a temperatura ambiente, y se centrifugó d a 

12.000 x g por dos minutos, se descartó la columna y se almacenó el ADN del plásmido a 4 

° C. 

6.7 Análisis por Secuenciación 

El servicio de secuenciación fue solicitado y realizado por el Instituto Potosino de 

Investigación, Ciencia y Tecnología  (IPICYT) que ofrece un servicio de secuenciación tipo 

Sanger. 

6.8 Análisis in silico de las secuencias 

Las secuencias obtenidas serán analizadas in silico para identificar mutaciones y su efecto 

en la estructura de HA1 y en la interacción con los receptores del hospedero. 
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7 RESULTADOS 
 

7.1 Amplificación de segmentos génicos del IAV 
Se realizó la amplificación de muestras de influenza A(H1N1)pdm09 de la temporada 2018-

2019 (Figura 4), utilizando los iniciadores MBT-uni12 y MBT-uni13.  Donde podemos 

apreciar en el gel de agarosa una amplificación para los carriles correspondientes de la 

muestra 1 (M1) y muestra 2 (M2) en diferentes puntos de acuerdo con el marcador de peso 

molecular (MPM), dentro de las 1000 y 2000 pares de bases se encuentran los segmentos de 

mayor peso molecular, siendo uno de estos la Hemaglutinina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Muestras de Influenza de la temporada 2018-2019. En la imagen se muestran los 
carriles en orden de izquierda a derecha el marcador de peso molecular (MPM), Muestra 1 y 

muestra 2 (M1 y M2), finalmente se muestra el control negativo (NTC), donde se muestran las 
bandas correspondientes a los segmentos génicos del virus de influenza A. 

 

7.2 Selección de muestras para secuenciación 
Con la intención de preseleccionar muestras con características genéticas diferentes en la 

región de la HA1 para secuenciación, se decidió utilizar la técnica de SSCP ya que permite 

detectar diferencias a nivel de secuencia primaria, lo cual nos permitiría garantizar la 

secuenciación de muestras genéticamente diferentes para su comparación. Para ello, 

amplificamos un fragmento de la subunidad HA1 del gen de la hemaglutinina del virus de 

influenza. 

Para poder utilizar la técnica de Polimorfismo de Conformación de Cadena Simple (SSCP) 

se recomienda utilizar muestras de entre 300 y 400 pares de pares, siguiendo este principio 



27 
 

una vez que se confirmó que la subunidad HA1 está presente en las muestras analizadas, se 

procedió a amplificar un fragmento más pequeño de 339 pares de bases aproximadamente. 

(Figura 5). En este caso para las muestras 1, 2 y 3 hubo amplificación entre los 300 y 400 

pares de bases, donde esperábamos encontrar una banda correspondiente al fragmento 

deseado de la subunidad HA1. Estos fragmentos procedieron a ser utilizados para la técnica 

de polimorfismo de conformación de cadena simple. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Amplificación de fragmento de la subunidad HA1 del virus de la influenza de la 
temporada 2018-2019. Podemos apreciar comenzando de izquierda a derecha, el Marcador de Peso 

Molecular (MPM), Muestra 1(M1), Muestra 2 (M2), Muestra 3 (M3), Muestra 4 (M4) y Control 
Negativo (NTC) Además se muestran marcados los fragmentos del marcador molecular que indican 
los 300 y 400 pares de bases y del lado derecho las amplificaciones que corresponden al fragmento 

deseado de 339 pb. 

 

Através de SSCP se analizaron un total de 25 muestras de cada temporada, las muestras 

utilizadas fueron provenientes de la amplificación del fragmento de 339 pares de bases de la 

subunidad HA1 que corresponde a muestras del 2018-2019. En la figura 6 se muestra el 

patrón electroforético de una muestra y dos controles que corresponden a dos muestras con 

un patrón ya conocido y estandarizado en el laboratorio de trabajo. El patrón correspondiente 

al fragmento de la subunidad HA1 que más se repitió durante los ensayos fue el que se 

observa con la muestra M1, utilizado para discriminar entre un patrón normal de uno que 

pudiera tener alguna mutación. Aquellas muestras que presentaron un bandeo diferente al de 

la muestra M1 fueron consideradas como candidatos para la secuenciación. 
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Figura 6. Gel de poliacrilamida 6% de muestras de influenza de la temporada 2018-2019 

podemos apreciar el Marcador de Peso Molecular (MPM), Control 1 (CTR1), Control 2 (CTR2) y 
Muestra 1 (M1). 

 

7.3 Amplificación de la subunidad HA1 del gen de la Hemaglutinina del virus de influenza. 
Utilizando los iniciadores que se muestran en la Tabla 3. Se amplificó la subunidad HA1 

completa, siendo esta de 679 pares de bases aproximadamente (Figura 7). De acuerdo al 

MPM se esperaba encontrar amplificación entre los 650 y 850 pares de bases, donde para las 

muestras 1 y 2 se estuvo obteniendo bandas dentro de este rango. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7 Amplificación de la subunidad HA1 de muestras de influenza de la temporada 2018-
2019. En orden de izquierda a derecha se puede apreciar el Marcador de Peso Molecular (MPM), 

Control negativo (NTC), Muestra 1 (M1) y Muestra 2 (M2). Además se muestran las bandas 
correspondientes a los 650, 850 y 1000 pares de bases, con el fin de identificar el amplificado esperado 

de 679 pb. 
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Figura 8. Análisis de patrones obtenidos por la técnica SSCP en Gel de poliacrilamida 10% de 
muestras de influenza de la temporada 2018-2019. Se puede observar en el patrón 1 del lado 

izquierdo, que las muestras correspondientes a estos bloques poseen patrones de 3 bandas, mientras 
que el patrón 2 del lado derecho presenta en cada una de sus muestras un patrón de dos bandas. Las 

muestras seleccionadas fueron 0396 del patrón 1 y del patrón 2 la muestra 1037. 

 
7.4  Caracterización genética de muestras de influenza 
Para realizar la selección de las muestras que serían seleccionadas para el proceso de la 

subclonación, se analizaron los patrones obtenidos en la técnica de SSCP, donde se pueden 

apreciar dos patrones diferentes. En el primer patrón, se pueden apreciar la amplificación de 

3 bandas (Figura 8), mientras que para el segundo patrón encontrado, se observan solo dos 

bandas de amplificación (Figura 8). 

 

Después de analizar tanto los patrones obtenidos con la RT-PCR Multisegmento, la PCR 

específica para el fragmento de la subunidad HA1 y los obtenidos en la técnica de SSCP, se 

seleccionaron dos muestras que fueron utilizadas para los siguientes análisis. Las muestras 

correspondieron a cada uno de los patrones obtenidos, siendo nombradas como HA1-01 

(muestra 0386) y HA1-02 (muestra 1037). 

 

La PCR generada a partir de las colonias de los candidatos sirvió como análisis previo para 

poder elegir entre las clonas candidatas para la secuenciación, donde, para la muestra HA1-

01 solo se seleccionó la clona número 4 mientras que para la muestra HA1-02 no se pudo 

recuperar una clona que contuviera el fragmento correspondiente a la subunidad HA1. 
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Figura 9 . Aislamientos del candidato 1037 en medio con kanamicina para la selección de 
colonias. Enla placa se puede ver la división de 14 fragmentos en donde se estrió una cepa por 

división para poder realizar el aislado de cada una de las colonias. 

 

Los valores de cuantificación obtenidos por el Nanodrop fueron los siguientes: 

Concentración 260/230 260/280 

28.7 ng/ul 2.33 1.84 
 

 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 10. Aislamiento del candidato 0386 utilizando kanamicina como medio de selección de 
colonias. Se pudo aislar solo un candidato de la muestra 0386, la cual se muestra en la división 
marcada en la placa petri. 

7.5 Análisis de la secuencia 1037.4 
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Partiendo de la secuencia 1037.4 se realizó una búsqueda en la herramienta de Blast con el 

fin de buscar una secuencia de referencia, con esta búsqueda se obtuvo la secuencia bajo el 

número de acceso MK630778.1. Se procedió a generar la secuencia reversa complementaria 

para poder realizar los siguientes análisis. En la figura 11 se muestra el fragmento que alineó 

entre ambas secuencias marcado en color azul y se complementó con la secuencia de 

referencia para obtener toda la región codificante de la subunidad HA1. 

 

 
 

Figura 11. Secuencia 1037.4 correspondiente a la región codificante de la subunidad HA1. Se 

muestra de color azul los segmentos añadidos de la secuencia de referencia MK630778.1 para 

obtener la región que codifica para la subunidad HA1 y de color verde el fragmento amplificado 

correspondiente a la muestra 1037.4 

 

Una vez que se obtuvo la secuencia 1037.4 con la región codificante completa, se alinearon 

ambas secuencias y se encontraron cinco cambios nucleotídicos entre ellas. Estos cambios 

se encontraron en los nucleótidos 409, 516, 573, 605 y 702 (figura 12) 
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Figura 12. Alineamiento de la región codificante de las secuencias MK630778.1 y 1037.4. Se 

realizó un alineamiento múltiple para poder visualizar la similitud entre las secuencias, donde se 

encontraron cinco sitios con un cambio de base nitrogenada marcados en recuadros rojos. 

 

Se generaron las secuencias aminoacídicas de las secuencias MK630778.1 y 1037.4 (figura 

13) para analizar si los cambios nucleotídicos se ven reflejados en cambios de aminoácidos, 

por lo que se alinearon ambas secuencias y solo se encontró un cambio de aminoácido en la 

posición 202 siendo un cambio de Isoleucina por Treonina, dado por el cambio de nucleótido 

en la posición 605 (figura 14). 

 

Figura 13. Alineamiento de la región codificante de las secuencias aminoacídicas MK630778.1 
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y 1037.4. En el recuadro color rojo se muestra el sitio donde se encuentra el cambio de aminoácido 

entre las secuencias como resultado del cambio de nucleótido visualizado en el alineamiento de las 

secuencias. 

 
Figura 14.Región de sustitución de aminoácido en las secuencias aminoacídicas MK630778.1 

y 1037.4 Se muestra un acercamiento del sitio 605 en el que el cambio de base nitrogenada de 

timina por citosina genera el cambio de aminoácidos en la posición 202 de la secuencia 

aminoacídica. 

 

Figura 15. Estructuras químicas de los aminoácidos presentes en la posición 202, de las 

secuencias MK630778.1 y 1037.4. Se muestra la estructura de ambos aminoácidos, en el que se 

aprecia que en la posición del grupo -CH3 de la Isoleucina hay un grupo -OH en el aminoácido 

Treonina. 

 

7.6 Modelo de las estructuras de las secuencias 1037.4 y MK630778.1 
Utilizando la plataforma de SwissModel, se introdujeron las secuencias aminoacídicas de 

las secuencias de las muestras MK630778.1 y 1037.4. Posteriormente para evaluar la calidad 
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de las estructuras se utilizó la herramienta de SAVES que contiene los análisis de calidad de 

ERRAT y Verifyd3D (figura 16), mientras que los gráficos de Ramachandran se obtuvieron 

de SwissModel (figura 17). 

 
Figura 16. Valores de calidad del modelo generado para la estructura proteica de la secuencia 

MK630778.1 Los análisis de calidad de ERRAT y Verify3D fueron realizados en el servidor 

SAVES versión 6.1, mientras que el gráfico de Ramachandran fue extraído de SWISSMODEL 

durante el modelado de la estructura de la secuencia de referencia. 

 

 
Figura 17. Valores de calidad del modelo generado para la estructura proteica de la 

secuencia 1037.4 Los análisis de calidad de ERRAT y Verify3D fueron realizados en el servidor 

SAVES versión 6.1, mientras que el gráfico de Ramachandran fue extraído de SWISSMODEL 

durante el modelado de la estructura de la secuencia 1037.4. 

 

7.7 Análisis estructural y de características bioquímicas 
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Los modelos ya validados en su calidad estructural fueron visualizados con Chimera X, 

donde se marcaron sitios importantes como el sitio 202 donde se encontró el cambio de 

aminoácido, el sitio de unión a receptor y los 5 sitios antigénicos de la Hemaglutinina tanto 

de MK630778.1 (figura 18) como de 1037.4 (figura 19). 

 
Figura 18 . Modelo tridimensional de la secuencia MK630778.1 y regiones importantes de la 

proteína. Se marcan de colores los sitios antigénicos de la proteína (Cb, Sa, Ca2, Ca1 y Sb) y el 

sitio de unión al receptor (RBS), además de color gris se muestra el residuo 202 correspondiente a 

Isoleucina. 
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Figura 19. Modelo tridimensional de la secuencia 1037.4 y regiones importantes de la 

proteína. Se marcan de colores los sitios antigénicos de la proteína (Cb, Sa, Ca2, Ca1 y Sb) y el 

sitio de unión al receptor (RBS), además de color gris se muestra el residuo 202 correspondiente a 

Treonina para la secuencia 1037.4. 

 

Además, se analizaron las secuencias MK630778.1 y 1037.4 en ChimeraX, donde se generó 

el análisis de hidrofobicidad de ambas proteínas para apreciar los posibles cambios dados 

por el cambio de aminoácido encontrado entre ambas secuencias (figura 20). Seguido del 

análisis de potencial electroestático de las proteínas generado en el mismo software (figura 

21). 

 



37 
 

Figura 20. Análisis de hidrofobicidad de las estructuras proteicas de las secuencias 

MK630778.1 y 1037.4 Marcados en círculos se muestran las regiones donde se ubica el residuo 

202 en el que se encontró el cambio de aminoácido entre las secuencias. 

 

Figura 21.Análisis de potencial eléctrico de las estructuras proteicas de las secuencias 
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MK630778.1 y 1037.4 Marcados en círculos se muestran las regiones donde se ubica el residuo 

202 en el que se encontró el cambio de aminoácido entre las secuencias. 
 

Para concluir los análisis, se generaron los análisis de desorden y de óxido reducción 

utilizando la herramienta de AIUPred (figuras 22 y 23). 

 
Figura 22. Análisis de Desorden de las estructuras proteicas de las secuencias MK630778.1 y 

1037.4 Marcados en círculos se muestran las regiones donde se observan cambios entre la 

secuencia de referencia con la secuencia 1037.4 en cuanto al desorden de los residuos de 

aminoácidos. 
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Figura 23. Análisis de potencial óxido-reducción de las estructuras proteicas de las secuencias 

MK630778.1 y 1037.4 Marcados en círculos se muestran las regiones donde se observan cambios 

entre la secuencia de referencia con la secuencia 1037.4 en cuanto al potencial de óxido reducción 

de los residuos de aminoácidos. De color rojo oscuro se muestra la posibilidad de que el resultado 

de la reacción de óxido reducción termine en un valor de energía positivo, mientras que de color 

rojo claro se muestra la posibilidad de que termine con un valor de energía negativo. 

 

7.8 Superposicionamiento  de las secuencias 1037.4 y MK630778.1 
 

Los modelos de las secuencias MK630778.1 y 1037.4 fueron acoplados utilizando un 

superposicionamiento de las estructuras de ambas secuencias para comparar posibles 

cambios entre ellas (figura 24). 
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Figura 24. Superposicionamiento de las estructuras proteicas de las secuencias MK630778.1 y 

1037.4 Se marcan de colores los sitios antigénicos de la proteína (Cb, Sa, Ca2, Ca1 y Sb) y el sitio 

de unión al receptor (RBS), además de color gris se muestra el residuo 202 correspondiente a la 

mutación I202T, y de color rosa claro es la estructura correspondiente a la muestra de referencia, 

mientras que de color azul claro se muestra la secuencia 1037.4. 

 

7.9 Acoplamiento molecular Proteína-Ligando 

Se realizó la selección de la molécula de ácido N-acetilneuramínico, que se utilizó como 

ligando para el acoplamiento molecular, del cual se descargó la estructura del ligando en la 

página de Pubchem, se seleccionó el código  

de sistema simplificado de entrada de línea de entrada molecular (SMILES) de la molécula 

(CC(=O)N[C@@H]1[C@H](CC(O[C@H]1[C@@H]([C@@H](CO)O)O)(C(=O)O)O)O ) 

y se visualizó en ChimeraX, donde se minimizó la estructura y se configuró como ligando 

para los ensayos de acoplamiento utilizando AutodockTools (Figura 25).  

 

Por otra parte, los modelos estructurales de las secuencias MK630778.1 y 1037.4 fueron 

visualizados y minimizados en ChimeraX, posteriormente a cada una de las moléculas se le 

adjuntó el archivo del ligando en formato Banco de datos de proteínas (PDB) por separado 
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y utilizando el programa Autodock Vina en ChimeraX, se realizó la selección de las 

moléculas, en la cual las secuencias MK630778.1 y 1037.4 se seleccionaron como receptor 

y la molécula de ácido N-acetilneuramínico como ligando. Para realizar el acoplamiento 

molecular se delimitó un área en las secuencias de las proteínas de la hemaglutinina para 

realizar la búsqueda en las zonas donde el ligando pudiera acoplarse, por lo que dentro de la 

zona delimitada se colocó el sitio de unión al receptor (Figura 26). 

 
Figura 25. Molécula de ácido N-acetilneuramínico extraída de PubChem. La estructura fue 

extraída en su descriptor Smiles y visualizada en ChimeraX donde se minimizó la estructura con el 

fin de obtener mayor estabilidad en la molécula. 

Figura 26. Selección del sitio de acoplamiento molecular en las estructuras proteicas de las 

secuencias MK630778.1 y 1037.4 Se marcan de colores los sitios antigénicos de la proteína (Cb, 
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Sa, Ca2, Ca1 y Sb) y el sitio de unión al receptor (RBS), además de color gris se muestra el residuo 

202 correspondiente a la mutación I202T, y de color rosa claro es la estructura correspondiente a la 

muestra de referencia, mientras que de color azul claro se muestra la secuencia 1037.4. De color 

verde se encuentran cajas que encierran al sitio de unión al receptor, la cual delimita la zona en la 

que el acoplamiento molecular realiza su búsqueda de acoplamiento. 

 

Como resultado del acoplamiento molecular se obtuvo que el ligando se unió a la proteína 

de la Hemaglutinina cercano a los residuos de aminoácidos 161 y 162, los cuales son parte 

del sitio de unión al receptor, mientras que para la estructura de referencia se obtuvo un 

Score de afinidad de -6.939 kcal/mol , para la estructura de la secuencia 1037.4 el score fue 

de -6.949 kcal/mol (figura 27). 

Figura 27. Acoplamiento molecular de las estructuras proteicas de las secuencias 

MK630778.1 y 1037.4 y del ácido N-acetilneuramínico. Se marcan de colores los sitios 

antigénicos de la proteína (Cb, Sa, Ca2, Ca1 y Sb) y el sitio de unión al receptor (RBS), además de 

color gris se muestra el residuo 202 correspondiente a la mutación I202T, y de color rosa claro es la 

estructura correspondiente a la muestra de referencia, mientras que de color azul claro se muestra la 

secuencia 1037.4, se muestra en el residuo 162, la zona en la que el ligando fue acoplado por el 

programa ChimeraX al realizar el acoplamiento molecular. 
 

Con el fin de poder visualizar de una mejor manera las interacciones que ocurren entre el 

ligando y la hemaglutinina, se utilizó el programa de LigPlus tanto con el acoplamiento 

molecular correspondiente a la secuencia de referencia (figura 28) como a la secuencia de 

la muestra 1037.4 (Figura 29). Asimismo, en la figura 30 se aprecia la leyenda de los 
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elementos visuales que aparecen en el análisis de LigPlus. 

 

 
Figura 28. Visualización de la interacción proteína-ligando en la estructura de referencia. Se 

puede visualizar que hay interacción con los residuos 136, 145, 148, 160, 161, 163 y 165 mediante 

enlaces de hidrógeno que interactúan con residuos del ligando. Por otro lado los residuos 146, 149, 

162, 166,167 y 269 están involucrados en el contacto hidrofóbico. 
 

 



44 
 

 
Figura 29. Visualización de la interacción proteína-ligando en la estructura 1037.4. Se puede 

visualizar que hay interacción con los residuos 136, 145, 148, 160, 161, 162, 163,165 mediante 

enlaces de hidrógeno que interactúan con residuos del ligando. Por otro lado los residuos 146, 149, 

166,167 y 269 están involucrados en el contacto hidrofóbico. 

Figura 30. Leyenda de los elementos visuales en LigPlus. Se marcan en líneas azules los enlaces 

de la estructura de ligando, mientras que de color naranja aquellos enlaces que corresponden a la 

proteína. De color verde se muestra el tamaño de los enlaces de hidrógeno. 
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7.10 Árbol filogenético 

Utilizando el programa GENEIOUS se generó el árbol filogenético en el cual se analizaron 

poco más de 35 secuencias nucleotídicas de diferentes países y continentes, teniendo como 

criterios de inclusión pertenecer al Virus de influenza A, de la proteína HA, obtenidas en la 

temporada 2018-2019 y aisladas de huésped humano (figura 31). 

 

Figura 31. Secuencias de HA de diferentes países en el periodo de 2018-2019. Se muestran los 

números de acceso correspondientes a secuencias de distintos continentes pertenecientes a la 

hemaglutinina del virus de influenza A(H1N1) en el periodo de 2018-2019 aislado de hospederos 

humanos. 
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El programa utilizado para la generación del árbol filogenético fue el programa MEGA 12, 

en el cual se seleccionó la búsqueda de parámetros de preferencia para el modelo de máxima 

similitud y posteriormente se aplicaron estos parámetros y ajustes (figura 32). 

 
Figura 32. Árbol filogenético de secuencias de HA de diferentes continentes y las secuencias 

de referencia MK630778.1 y 1037.4 De color naranja se muestran las secuencias pertenecientes al 

continente americano, de color azul al continente europeo, de color morado el continente asiático y 

de color verde las secuencias del continente africano. Además de rojo se encuentran marcadas las 

secuencias MK630778.1 y 1037.4 
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8.DISCUSIÓN 
 
 

Partiendo de conocer la presencia del gen de la Hemaglutinina en todas las muestras del 

ensayo de la RT-PCR Multisegmento, se procedió a amplificar la subunidad HA1, siendo 

esta, una región de reconocimiento (Bravo, 2010), en este caso no todas las muestras de la 

temporada 2018-2019 presentaron la amplificación de la subunidad HA1, esto se puede 

deber a que, ya que el ARN siendo de cadena sencilla, a diferencia del ADN de doble cadena, 

es más inestable y su integridad se puede ver comprometida si es almacenado a -80°C por 

más de un año. Además, el hecho de ser ARN implica una alta tasa de mutación por la 

introducción de cambios de nucleótidos durante la replicación del genoma. Por lo tanto son 

varios factores que pueden estar implicados en que no se haya podido confirmar la presencia 

de la subunidad HA1.  

Una vez obtenida la subunidad HA1, se procedió a la amplificación de un fragmento menor 

de 339 pares de bases. Estos fragmentos fueron analizados por la técnica de SSCP, donde 

nos permite analizar cambios menores en la secuencia sin tener que secuenciar gran cantidad 

de muestras (Munguía, 2007), los patrones obtenidos fueron analizados para seleccionar a 

las muestras candidatas para la secuenciación. 

La secuencia obtenida de la muestra 1037.4 mostró una buena calidad en su secuencia de 

acuerdo con el análisis del electroferograma, donde de acuerdo con Carr y colaboradores en 

2009, en un resultado de buena calidad se puede ver un pico por base nucleotídica, lo que 

indica que los procesos de preparación y procesamiento de la muestra son eficientes, además 

de que la altura del pico es equivalente a la intensidad de la señal de la base. Los resultados 

del alineamiento entre la secuencia 1037.4 y la secuencia de referencia MK630778.1 

mostraron que entre secuencias nucleotídicas hay una diferencia de 5 pares de bases, estas 

sustituciones de un solo nucleótido (SNP) pueden presentarse en el genoma con una 

frecuencia de una por cada 1000pb, y pueden cambiar los aminoácidos codificados, ser 

silenciosos o encontrarse en regiones no codificantes. Aunque algunos de estos cambios en 

la secuencia no hayan alterado la traducción de aminoácidos, es importante mencionar que 

pueden tener efectos en la actividad promotora o en la conformación del ARN mensajero o 

de las proteínas (Shastry B, 2009). Al analizar los cambios entre las secuencias 

aminoacídicas de la muestra 1037.4 y la muestra de referencia, se observó un solo cambio 

ubicado en el aminoácido 202, donde en la secuencia 1037.4 en esta posición se encuentra 
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una Treonina (T) dado por el codón ATT, mientras que para la secuencia MK630778.1 el 

aminoácido ubicado en esta posición es Isoleucina (I) dada por el codón ACT, lo cual 

corresponde al cambio nucleotídico previamente mencionado en la posición 605. Es 

importante recordar que los cambios en los aminoácidos pueden repercutir en las 

características bioquímicas y estructurales de una proteína, por lo que en los análisis de 

hidrofobicidad y de potencial electroestático, se hallaron pequeños cambios en la 

hidrofobicidad de la estructura, ya que en la escala de Kyte y Doolittle de hidrofobicidad 

que se utiliza para analizar las características fisicoquímicas de las proteínas en la 

bioinformática (Grasso et al., 2016), la isoleucina tiene un valor de 4.5, mientras que la 

treonina de -0.7. lo cual a valores más cercanos a 0 muestran un color blanco, cercano a -4.5 

color azul y a 4.5 color naranja, lo que concuerda con los resultados del análisis de 

hidrofobicidad donde observamos un cambio en los colores de la superficie de la proteína. 

En el análisis de potencial electroestático realizado en ChimeraX, se calcula el potencial 

electroestático según la ley de Coulomb, donde el color rojo indica un potencial negativo, el 

color blanco cercano al neutro y el color azul para un potencial positivo, y se refiere a la 

distribución de cargas eléctricas en la superficie, donde en nuestro resultado podemos 

observar que la zona cercana al sitio de cambio de aminoácido 202, aunque no se ve un 

cambio en la coloración en la región del sitio de la mutación I202T es importante mencionar 

que debido a que la treonina posee en su estructura un grupo -OH donde la isoleucina de la 

muestra de referencia tiene un grupo -CH3, tiene una posibilidad mayor de interactuar y 

crear enlaces con otros grupos (UCSF, 2020).  

Previo a lo análisis bioinformáticos, las estructuras proteicas fueron generadas en la 

plataforma de Swissmodel, que es un servidor pionero en el modelado automatizado donde 

a partir de una secuencia de aminoácido se infiere la estequiometría y la estructura de la 

proteína mediante modelado por homología (Waterhouse, A et al., 2018). Se utilizaron 

parámetros como el gráfico de Ramachandran que representa la distribución de las 

conformaciones de la cadena de aminoácidos y se obtuvieron valores de 95.82% para la 

secuencia de referencia y 95.49% para la secuencia 1037.4. Al ser estos valores arriba del 

90% se considera un valor aceptado de calidad (UCSF, 2014). Igualmente, para verificar la 

calidad de los modelos previo a los ensayos se realizaron los análisis de ERRAT que sirve 

para evaluar el progreso de la construcción y el refinamiento de modelos, y se consideran 

valores aceptados arriba del 90% (Bowie et al., 1991). Finalmente, el test de Verify3D que 
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evalúa la compatibilidad del modelo con su propia secuencia de aminoácidos, considera 

aprobado valores donde más del 80% de los aminoácidos tienen un score de >0.1. Por lo 

tanto, el modelo de referencia como la secuencia 1037.4 obtuvieron resultados aprobatorios 

para las pruebas de calidad de sus estructuras (UCLA, 2025). Asimismo, por medio del 

superposicionamiento de las estructuras se puede visualizar que la zona del aminoácido 202 

no es diferente estructuralmente entre ambos modelos, por lo que se evaluó la interacción 

con el ligando del ácido N-acetilneuramínico por medio de acoplamiento molecular como lo 

describe Butt, S. y colaboradores en 2020, donde se menciona el uso de Autodock vina y 

Chimera X para realizar este análisis de proteína-ligando. En este proyecto el resultado para 

la estructura de referencia se obtuvo un Score de -6.939, para la estructura de la secuencia 

1037.4 el score fue de -6.949, tomando en cuenta que AutoDock Vina genera posiciones del 

ligando y las clasifica según la afinidad de unión, los valores más bajos hacen referencia a 

interacciones que se ven más favorecidas (Gilsom & Zhou, 2007) y por lo tanto mayor 

afinidad de unión, recordando que la energía libre de Gibbs nos indica la espontaneidad de 

un proceso (Khavani et al., 2023), por lo que la estructura correspondiente a la secuencia 

1037.4 tiene una interacción levemente más favorecida que la secuencia de referencia 

MK630778.1, por lo que en la naturaleza es más probable que ocurra la unión con el ácido 

N-acetilneuramínico del tracto respiratorio de los humanos. Utilizando la herramienta de 

Ligplot se pudo observar las interacciones entre el ligando y la proteína donde ambos 

modelos coinciden en la interacción por puentes de hidrógeno con los residuos 136, 145,148, 

160,161,163 y 165, y que los residuos 146, 149, 166, 167 y 269 interaccionan de manera 

hidrofóbica con el ligando. De acuerdo con Wen y colaboradores en 2018, se ha reportado 

que la presencia de una Fenilalanina en la posición 161 está asociada a un aumento en la 

afinidad con los glicanos 3′-sialil- N -acetil -lactosamina, este aminoácido fue encontrado en 

la posición 161 para ambas secuencias, además se ha visto se encuentra formando parte de 

un núcleo hidrofóbico próximo a la base del sitio que se une al receptor compuesto por otros 

residuos W127, L154, I164 y F251 (Broszeit et al., 2019). 

La diferencia principal radica en que el ligando interactúa mediante puente de hidrógeno con 

el residuo 162 correspondiente al modelo de la secuencia de referencia MK630778.1 y en el 

modelo de la secuencia 1037.4 está involucrado en la interacción hidrofóbica, además de 

que hay diferencias en los tamaños de los puentes de hidrógenos entre ambos acoplamientos 

moleculares. Un puente de hidrógeno es una atracción electroestática entre moleculares 
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polares, y el tamaño del enlace se refiere a la distancia de interacción entre los átomos, que 

entre mayor sea la distancia entre ellos más débil puede ser esta interacción (Jeffrey G, 

1997); por otra parte una interacción hidrofóbica se lleva a cabo entre aminoácidos no 

polares, en este caso la tirosina es un aminoácido polar que por el anillo bencénico en su 

composición puede comportarse como hidrófobo en soluciones acuosas, lo que causa que se 

agrupe con otras moléculas no polares para minimizar el contacto con el agua, el cual 

fomenta la unión con el ligando. Sin embargo, un enlace de hidrógeno tiende a ser una 

interacción más fuerte ya que se da entre los átomos, mientras que las interacciones 

hidrofóbicas son un efecto de entropía (Buckingham, A. et al., 2008) (Pace, C et al., 2011). 

Esto podría explicar por qué para la estructura de la secuencia 1037.4 se vio una interacción 

levemente más favorecida a comparación de la estructura de la secuencia de referencia. 

De acuerdo con el árbol filogenético se mapearon 39 secuencias de diferentes partes del 

mundo, correspondientes al virus de influenza A del subtipo H1N1 reportadas en el periodo 

de 2018-2019, al realizar este análisis se pudo observar que las secuencias más cercanas a la 

1037.4 correspondieron en su mayoría a secuencias recolectadas en el continente americano, 

específicamente de México y Estados Unidos. La secuencia con mayor similitud con la 

1037.4 en este análisis fue la MK633741.1, seguido de la secuencia MK630778.1 utilizada 

como referencia en este proyecto. Se puede observar que la mayoría de las secuencias de 

Asia y Europa se encuentran lejanas evolutivamente de las secuencias de américa, esto puede 

deberse a que hubo divergencia entre un linaje a partir de un ancestro en común y a partir de 

este los cambios entre los linajes cambiaron independientemente de los otros. Una de las 

razones por las que se puede observar esta división entre los grupos es debido a que la 

circulación de estas cepas se conserva mayormente en una misma zona geográfica y que con 

el transcurso de los años evoluciona entre las mismas cepas circulantes de la población de 

cada continente, por lo que se va segregando cada vez más.  
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9.CONCLUSIONES 
 

• La secuencia 1037.4 obtenida en este proyecto presentó un cambio de aminoácido en la 
posición 202 de isoleucina por treonina, de acuerdo con la secuencia de referencia 
MK630778.1. 
 
• Se pudieron observar cambios en las características fisicoquímicas de ambos modelos 
proteicos específicamente en donde se pudo observar una disminución en el análisis de 
hidrofobicidad en el modelo se la secuencia 1037.4 con respecto al modelo de la secuencia 
de referencia. En ambos modelos se encontraron cambios en los análisis de desorden y de 
potencial de óxido reducción, tanto aumentos como disminuciones entre los modelos 
dependiendo del residuo aminoacídico. 
 
• No se encontraron cambios estructurales entre los modelos de las proteínas de las 
secuencias 1037.4 y de referencia MK630778.1 al realizar el superposicionamiento de las 
estructuras. 

 
• el modelo se la secuencia 1037.4 tuvo una interacción levemente más favorecida con el 
ligando ácido N-acetilneuramínico en relación con la interacción del ligando con el modelo 
de la secuencia referencia MK630778.1  

 
• Se pudo observar que la interacción ligando-proteína se realizó cerca del residuo 161, 
reportado como involucrado en la interacción con el ácido N-acetilneuramínico 

 
• El residuo 162 presentó un comportamiento diferente entre ambos modelos, donde 
en el modelo de la secuencia 1037.4 actuó formando un puente de hidrógeno con el ligando. 
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10.PERSPECTIVAS 
 

 
Este proyecto podría complementarse con el análisis de la subunidad HA2 de la 
Hemaglutinina del virus de la influenza A y el incremento de muestras a analizar con el fin 
de poder ubicar otros cambios en las secuencias tanto aminoacídicas y nucleotídicas que 
puedan afectar la interacción con el receptor. 
 
Igualmente consideramos que sería enriquecedor el realizar análisis similares con muestras 
de temporadas más recientes, para poder contrastar los cambios entre las secuencias posterior 
a la pandemia de COVID-19. 
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