UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

“ANALISIS IN SILICO DE LA SUBUNIDAD HA1 DE LA
HEMAGLUTININA DEL VIRUS DE LA INFLUENZA A(HINT)PDMO09
DE CEPAS CIRCULANTES EN UNA POBLACION MEXICANA”

Por

CAROLINA PALESTINO FRIAS

Como requisito parcial para obtener el Grado de
MAESTRO EN CIENCIAS CON
ORIENTACION EN INMUNOBIOLOGIA

2025



ANALISIS IN SILICO DE LA SUBUNIDAD HA1 DE LA HEMAGLUTININA DEL VIRUS DE LA
INFLUENZA A(HIN1)PDMO09 DE CEPAS CIRCULANTES EN UNA POBLACION MEXICANA.

Comité de Tesis

Dr. Juan Francisco Contreras Cordero
Presidente

of

Dra. Mayra Alejandra Gomez Govea
Secretario

Dra. Licet Villarreal Trevino
Vocal

KP/ )o
. P}blﬁ

fal
ZapataBenavides

Vocal

Bis w4

Dra. Brenfla Leticia Escobedo Guajardo
Vocal

> A BDIRECCION
Dra. Katiushka Arévald’ NifigeRAP®@
Subdirectora de Posgrado



Dr.Licet
Sello


ANALISIS IN SILICO DE LA SUBUNIDAD HA1 DE LA HEMAGLUTININA DEL VIRUS DE LA
INFLUENZA A(HIN1)PDM09 DE CEPAS CIRCULANTES EN UNA POBLACION MEXICANA.

Direccion de Tesis

ﬁy/

Dr. Juan Francisco Contreras Cordero

Director de Tesis

Bic ud

[ 4

Dra. Brenda Leticia Escobedo Guajardo

Director Externo



AVISO DERECHOS DE AUTOR

Derechos reservados ©

PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material en esta tesis esta protegido, el uso de imagenes,
fragmentos de videos, y demas material contenido que sea objeto
de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y deberd citar la fuente donde se

obtuvo mencionando al autor o autores.

Se agradece de manera especial a la Secretaria de Ciencia,

Humaninades, Técnologia e Innovacion (SECIHTTI).



Centro de Investigacion Biomédica del Noreste

Agradezco al Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la
Universidad Autonoma de Nuevo Leon y al Laboratorio
Laboratorio de Investigacion Molecular de Enfermedades del
Centro de Investigacion Biomédica del Noreste del Instituto
Mexicano del Seguro Social por brindarme el apoyo economico

v la infraestructura para realizar este proyecto.



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo fue realizado gracias al favor de dios, que dia con
dia me permiti6 continuar con mis estudios y las actividades
necesarias para concluir con esta etapa de mi crecimiento
profesional. Ademas de esto, quisiera mencionar el gran apoyo
que recibi de mi padre y de mi madre, que constantemente
confiaron en mi y me guiaron a formar una vida de bien. A mis
tias y tios que han sido como segundos padres que han abierto
su corazdn para compartir su cariio conmigo. De manera
especial quiero agradecer a mi hermana Anabel, que ha sido mi
compafiera durante muchos afios y espero podamos seguir

compartiendo nuestros pequenos y grandes logros.

Agradezco a la  Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, y en particular quisiera
agradecer el apoyo de mi comité de tesis, al Doctor Carlos
Eduardo Hernandéz Luna, a la Doctora Licet Villareal Trevifio y
al Doctor Pablo Zapata Benavides por ser mis profesores durante
este posgrado y también enriquecer este trabajo con su apoyo y
opiniones. Sobre todo al Doctor Juan Francisco Contreras
Cordero, por siempre recibirme con la mejor disposicion y su
incontable apoyo durante estos afios.

No obstante, también quisiera mencionar al Centro de
Investigacion Biomédica del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), por abrirme las puertas y permitir ser el lugar de
mi desarrollo académico. Al Doctor Mario Bermudez por
siempre inspirarnos a continuar cultivindonos tanto profesional
como personalmente, a la Doctora Laura, por su disposicion para
ayudarnos siempre que necesitemos, a la Doctora Katia, por su
gran apoyo desde que estaba en la licenciatura y de manera
especial a la Doctora Brenda Leticia Escobedo Guajardo, por ser
mi tutora estos ultimos 3 afios, por confiar en mi y apoyarme e

impulsarme a llegar a nuevos alcances.



“Dios no sdlo creo los cielos y la tierra, sino que El creo la base cientifica para que
nosotros pudiéramos estudiar su trabajo”

The Old Paths Archive



INDICE

INTRODUCCION

1. ANTECEDENTES

1.1 Virus de la influenza

1.2 Virus de influenza A

1.3 Patogenia

1.4 Hemaglutinina

1.5 Dominio de unioén al receptor

1.6 Dominio de fusién

1.7 Impacto de mutaciones en la hemaglutinina viral

1.8 Caracterizacion genética del virus de la influenza

1.9 Efecto de la pandemia de COVID-19 en la circulacién del virus de la influenza
2. JUSTIFICACION

3. HIPOTESIS

4. OBJETIVOS

4.1 OBIJETIVO GENERAL

42  OBJETIVOS ESPECIFICOS

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Diagnostico de influenza A(HIN1)pdmO9 por RT-PCR en tiempo real
5.2 Extraccion de ARN

5.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa- Retrotranscriptasa Multisegmento
5.4 Electroforesis en gel de agarosa

5.4.1 Preparacion del bafer de carga

5.4.2 Preparacion del bufer TBE

5.4.3 Preparacion del marcador de peso molecular (MPM)

5.4.4 Preparacion del gel de agarosa

5.4.5 Seleccion de muestras para andlisis de subunidad HA1

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

O 0 N 939 O »n B~ B~ B W

e T S e e e S e S T e e T e T e T e S = S S e S =
(o R N RN BN Be ) W o) NV, B, BV, B V) B S A AN VS S =)



5.4.7 Electroforesis de polimorfismos de conformacion de cadena simple
5.4.8 Tincién con plata

5.4.9 Disefio de iniciadores

6.5 PCR para amplificar la HA1

6.6 Obtencion del vector plasmidico con la secuencia HA1

6.6.1 Preparacion de agar LB

6.6.2 Preparacion de caldo LB

6.6.3 Subclonacion en vector pCR 2.1 TOPO

6.6.4 Transformacion de células competentes de E. coli DH5alpha
6.6.5 Aislamiento de clonas

6.6.6 Cultivo en caldo LB

6.6.7 Preservacion en glicerol

6.6.8 Purificacion por Minipreparacion

7 RESULTADOS

7.1 Amplificacion de segmentos génicos del IAV

7.2 Seleccidon de muestras para secuenciacion

7.3 Amplificacion de la subunidad HA1 del gen de la Hemaglutinina del virus de
influenza.

7.4 Caracterizacion genética de muestras de influenza

7.5 Andlisis de la secuencia 1037.4

7.6 Modelo de las estructuras de las secuencias 1037.4 y MK630778.1
7.7 Analisis estructural y de caracteristicas bioquimicas

7.8 Superposicionamiento de las secuencias 1037.4 y MK630778.1
8.DISCUSION

9.CONCLUSIONES

10.PERSPECTIVAS

11.BIBLIOGRAFIA

12.RESUMEN BIOGRAFICO

18
19
19
21
21
21
22
22
23
23
24
24
24
26
26
26

28
29
30
33
34
39
47
51
52
53
62



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Principales pandemias provocadas por el virus de influenza a través de la
historia.

Figura 2 .Numeros de acceso de NCBI utilizados para el disefo de iniciadores para la
amplificacion de la subunidad HA1.

Figura 3. Mapa del vector pCR 2.1-TOPO® de Invitrogen..

Figura 4. Muestras de Influenza de la temporada 2018-2019. .

Figura 5. Amplificacion de fragmento de la subunidad HA1 del virus de la influenza de la
temporada 2018-2019. P

Figura 6. Gel de poliacrilamida 6% de muestras de influenza de la temporada 2018-2019
Figura 7 Amplificacion de la subunidad HA1 de muestras de influenza de la temporada
2018-2019.

Figura 8. Analisis de patrones obtenidos por la técnica SSCP en Gel de poliacrilamida
10% de muestras de influenza de la temporada 2018-2019.

Figura 9 . Aislamientos del candidato 1037 en medio con kanamicina para la seleccion de
colonias..

Figura 10. Aislamiento del candidato 0386 utilizando kanamicina como medio de
seleccion de colonias.

Figura 11. Secuencia 1037.4 correspondiente a la region codificante de la subunidad
HAIL.

Figura 12. Alineamiento de la region codificante de las secuencias MK630778.1 y
1037.4.

Figura 13. Alineamiento de la region codificante de las secuencias aminoacidicas
MK630778.1'y 1037.4.

Figura 14.Region de sustitucion de aminodacido en las secuencias aminoacidicas
MK630778.1'y 1037.4.

Figura 15. Estructuras quimicas de los aminodcidos presentes en la posicion 202, de las
secuencias MK630778.1 y 1037.4.

Figura 16. Valores de calidad del modelo generado para la estructura proteica de la
secuencia MK630778.1

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

20
22
26

27
28

28

29

30

30

31

32

32

33

33

34



secuencia 1037.4

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

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

Figura 20. Analisis de hidrofobicidad de las estructuras proteicas de las secuencias
MK630778.1'y 1037.4.

Figura 21.Anélisis de potencial eléctrico de las estructuras proteicas de las secuencias
MK630778.1y 1037.4

Figura 22. Analisis de Desorden de las estructuras proteicas de las secuencias
MK630778.1'y 1037.4

Figura 23. Andlisis de potencial 6xido-reduccion de las estructuras proteicas de las
secuencias MK630778.1 y 1037.4

Figura 24. Superposicionamiento de las estructuras proteicas de las secuencias
MK630778.1'y 1037.4

Figura 25. Molécula de 4cido N-acetilneuraminico extraida de PubChem..

Figura 26. Seleccion del sitio de acoplamiento molecular en las estructuras proteicas de
las secuencias MK630778.1 y 1037.4

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

MK630778.1'y 1037.4 y del 4cido N-acetilneuraminico..

Figura 28. Visualizacion de la interaccion proteina-ligando en la estructura de referencia.

Figura 29. Visualizacion de la interaccion proteina-ligando en la estructura 1037.4..
Figura 30. Leyenda de los elementos visuales en LigPlus..

Figura 31. Secuencias de HA de diferentes paises en el periodo de 2018-2019.
Figura 32. Arbol filogenético de secuencias de HA de diferentes continentes y las

secuencias de referencia MK630778.1 y 1037.4

34

35

36

37

37

38

39

40
41

41

42
43
44
44
45

46



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Componentes de la mezcla de reaccidn para la retrotranscripcion y amplificacion del

genoma viral. 16
Tabla 2. Iniciadores para amplificar segmento de la subunidad HAI. 18
Tabla 3. Iniciadores disenados para amplificar la subunidad HA1 de la hemaglutinina del

virus de la influenza A. 20
Tabla 4. Mezcla de reaccidon para amplificacion de subunidad HA. 21

Tabla 5. Reactivos para subclonacion. 23



LISTA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

HA Hemaglutinina

NA Neuraminidasa

SSCP Polimorfismo de conformacion de Cadena Simple
IAV Virus de Influenza A

MPM Marcador de Peso Molecular

CTR Muestra Control

NTC Control Negativo

VIP Virus de Influenza Porcina

Mil Proteina De Matriz

NP Nucleocapside

RNP Ribonucleoproteinas

RFLP Polimorfismos De Longitud De Fragmentos De Restriccion
SNP Polimorfismos De Un Nucleo6tido

CIBIN Centro De Investigacion Biomédica Del Noreste

IMSS Instituto Mexicano del Seguro Social

SMILES Sistema Simplificado De Entrada De Linea De Entrada
Molecular

PDB Banco de datos de proteina



RESUMEN

El virus de la influenza A es un virus con alta capacidad de mutacion que afio tras afo
ocasiona epidemias estacionales en México, por lo anterior, es importante realizar un analisis
de regiones de sus proteinas 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, proteina que esta compuesta por dos subunidades
denominadas HA1 y HA2. De estas subunidades, HA1 es de mayor importancia debido a su
alta tasa de mutacion que puede afectar tanto al sitio de union al receptor (RBS) como a las
regiones antigénicas presentes en esta proteina.

Durante la pandemia de Covid-19, los casos de influenza en México disminuyeron en
comparacion a los afios anteriores debido a las medidas de higiene sanitaria aplicadas, no
obstante, en afios posteriores los casos de influenza A fueron en aumento, por lo que un
analisis comparativo de las secuencias pre y pospandémicos de la hemaglutinina viral
permitiria dilucidar los cambios y el impacto de los mismos tanto en su estructura como en
la interaccion de la hemaglutinina con el tracto respiratorio del hospedero humano.

En este estudio, se partié 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 nucleotidica, el cual se encontrd en el
aminoacido 202 de la secuencia de la HAI1, utilizando herramientas bioinformaticas se
evaluo el impacto en las caracteristicas fisicas y quimicas de la estructura proteica, donde se
aprecia un cambio en la hidrofobicidad y en el potencial de 6xido reduccion. Igualmente, al
realizar el superposicionamiento de las estructuras se observd que no hubo cambio
estructural en la posicion 202. Se realizo un andlisis filogenético con el fin de relacionar
secuencias de diferentes partes del mundo con la secuencia obtenida en este proyecto y

correlacionar su evolucion.



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.



INTRODUCCION

El virus de la influenza es un patdégeno importante para la salud publica que ha afectado a la
poblacion mundial. Después de la pandemia de 1918 se registraron tres pandemias en los
afnos 1957, 1968 y en el 2009. Una de las proteinas importantes del virus es la hemaglutinina
(HA), que es un trimero compuesto por dos subunidades denominadas HA1 y HA2, que
corresponden a la cabeza y tallo de la proteina respectivamente, ambas presentan
caracteristicas que le dan capacidad para para infectar a la célula huésped y por consecuencia
la adquisicion de caracteristicas patogénicas del virus (Kosik & Yewdell, 2019).

En lo particular, la subunidad HA1 presenta sitios de unién al receptor (RBS) y
determinantes antigénicos importantes que se utilizan como blanco para el reconocimiento
por anticuerpos generados durante la infeccion viral. Existe evidencia de que mutaciones en
esta proteina provocan cambios en estas regiones que impactan en el reconocimiento celular,
asi como en los procesos de evasion 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 analisis in silico donde se utiliza un conjunto de software y de
herramientas bioinformaticas para predecir este posible impacto y por consecuencia, estudiar
los cambios que adquieren a través de la circulacion del virus de la influenza que afio con
aflo aparecen durante las temporadas de otofio e invierno. Ademas, con este tipo de analisis
también se puede rastrear el origen de nuevas cepas y poder comprender su origen evolutivo
para poder generar informacion que pueda ser utilizada en poder rastrear nuevas cepas que
vayan apareciendo conforme a los afios.

Por lo anterior en este trabajo se realiz6 un analisis in silico de la hemaglutinina del virus de
la influenza A obtenidas de pacientes positivos de la temporada 2018-2019 y se compard
con las secuencias reportadas en la ultima temporada 2023-2024 con el objetivo de analizar

la evolucion de la hemaglutinina del virus de la influenza.



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, Cy 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 proteinas (Willie M et al., 2020). De ellos, los segmentos cuatro y seis
codifican para la hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) respectivamente, las cuales son
glicoproteinas 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 (Wangy 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 espafiola. El subtipo responsable fue HIN1,
el cual caus6 mas de 40 millones de muertes. Posteriormente aparecieron dos pandemias en
el continente asiatico en los afios 1957 y 1968 con la aparicion de los subtipos H2N2 y H3N2
respectivamente con aproximadamente un millon de muertes reportadas en cada una
(Taubenberger J & Morens DM, 2020). La pandemia maés reciente fue causada por el subtipo
HINT en el 2009, la cual tuvo su origen en México. El virus responsable de esta pandemia
fue de nuevo HIN1 y se le denomind A(HIN1)pdmO09 lo cual hace alusion al virus de la
influenza A subtipo HINI1 pandemia del 2009. Este subtipo presenté una menor letalidad
que el HINT de 1918 (Hernandez 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, ademads 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
infeccion primaria en el tracto respiratorio superior por la adherencia del virus al epitelio
respiratorio a través de la hemaglutinina presente en la envoltura fosfolipidica del virus
(Hemaglutinina y Neuraminidasa). La interaccion se da a través del reconocimiento de
residuos de 4cido sidlico que se encuentra unido a glicoproteinas y glicolipidos en el epitelio
respiratorio. Posterior a esta interaccion, se forma un endosoma lo cual, por accion de la
proteina M2 del virus que funciona como un canal i6nico, baja el pH endosomal y estimula
cambios conformacionales en la hemaglutinina exponiendo un péptido de fusion con el cual
se inserta en la membrana endosomal. Esta activacion libera el complejo ribonucleoproteico
del virus al citoplasma celular para posteriormente ser transportado al ntcleo a través de
sefiales de localizacion nuclear. Una vez en el ntcleo se lleva a cabo la transcripcion y
replicacion del genoma viral. Las proteinas generadas junto con el nuevo genoma viral
participan en la morfogénesis, maduracion y liberacion de los virus nuevamente formados

(Carrada, 2011).



La deteccion de nuevos virus se puede realizar desde un dia antes de la aparicion de los
primeros sintomas hasta por un periodo de siete dias. Algunos de los signos y sintomas que
se presentan en la influenza son: fiebre, tos, dolor de garganta, secrecion, congestion nasal,
dolor muscular, dolor de cabeza, fatiga y en ciertos casos se presenta diarrea y vomito (Arias,
2009). La infeccion puede ser asintomatica, y los sintomas pueden ser leves, moderados o
severos. Estos ultimos pueden poner en riesgo la vida del paciente (Talledo y Zumaeta ,
2009).

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

4 del ARN viral. Esta proteina esta constituida de 566 aminoacidos, es la mas abundante de
las dos proteinas de superficie del virus (hemaglutinina y neuraminidasa). En su estructura
se pueden apreciar tres regiones: un péptido sefal en la region amino terminal, un
ectodomino largo y una region transmembranal. La hemaglutinina es la responsable del
reconocimiento al receptor celular. Esta proteina se une al acido sialico a través de un enlace
glicosidico a2-3 para las aves y a2-6 para mamiferos (Zhao C & Pu J, 2022). No obstante,
estos dos enlaces glicosidicos se encuentran en el cerdo por lo que estos animales son
susceptibles de infeccion tanto por cepas aviares como de mamiferos (Sriwilaijaroen &
Suzuki, 2012).

La hemaglutinina es una proteina que se secreta como un precursor denominado HAO el cual
es procesado para obtener la proteina madura y funcional. La sintesis de esta proteina se
realiza en el reticulo endopldsmico donde se glicosila en residuos de asparagina y se pliega
como trimero con uniones no covalente y con la ayuda de chaperonas. En su paso por el
complejo de Golgi, esta proteina pasa por un proceso adicional de acilacion en los residuos
de cisteina lo cual contribuye a la capacidad de fusion de membranas y al ensamble del viron
durante los procesos de morfogénesis viral (Lakadamyali M et al., 2004).

Un tercer proceso incluye el procesamiento proteolitico, 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 hidrogeno. En la estructura de estas subunidades se
aprecia un ectodominio en el tallo de la molécula, asi como cuatro subdominios
denominados: subdominio de unién al receptor, subdominio de esterasa vestigial,
subdominio de fusion 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



que esta estructurado en dos pequefias regiones que incluyen 53 aminoacidos del amino
terminal (60-112) y 21 aminoacidos (266-277) del carboxilo terminal y el dominio de uniéon
al receptor que se encuentra localizado en la parte central de la subunidad HA1. Por su parte
HA2 se compone de 221 residuos y estd constituido por un ectodomino largo de 166
aminoacidos (335-500) donde se encuentra el dominio de fusion, ademds, presenta un
dominio transmembranal que mantiene unida la hemaglutinina en la envoltura viral.
Estructuralmente, el dominio de uniéon y el dominio de esterasa vestigial comprenden la
cabeza globular mientras que el dominio de fusion, el ectodominio y el dominio
transmembranal constituyen el tallo de la hemaglutinina (Carter & Igbal, 2024).

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

localizado el sitio de union al receptor celular. Cada una de las moléculas que forman el
trimero presentan este sitio de union y todas las hemaglutininas de virus influenza A de aves
son capaces de unirse al acido sidlico, a diferencia de las hemaglutininas de murciélagos que
se unen a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (Wu & Wilson, 2020). Este
sitio de union esta 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 composicion de aminodcidos en este sitio de union puede variar dependiendo de
la hemaglutinina, existen varios aminoacidos que se conservan y que son clave en la
interaccion con el acido sidlico (Carter & Igbal, 2024). Entre ellos destacan W153, H183,
L194, y la Y195. Sin embargo, dependiendo del subtipo de la hemaglutinina existen
variaciones en los aminoacidos que pueden interactuar con el acido sialico. Por ejemplo,
existe evidencia de que en H3 los aminoacidos Y98, W153, E190, Y195 and H183 pueden
interactuar con el acido sialico a través de maultiples puentes de hidrogeno. Asimismo, el
perfil de glicosilacion también puede ser un factor que determina la interaccion del RBD con
el acido sialico (Luzco J et al., 2021).

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

pequefia secuencia de 23 aminoacidos en la regiéon amino terminal de la subunidad AH2
denominada dominio de fusion. Este dominio se forma por el proceso proteolitico de la
hemaglutinina durante la formacion de las subunidades AH1 y AH2. El péptido de fusion
presenta pocas variaciones entre las 16 hemaglutininas de aves. Se encuentra localizado en

el extremo amino terminal de AH2 y su composicion tiene un cardcter hidrofobico



(Sriwilaijaroen & Suzuki, 2012).

Siendo el dominio de fusion una region constituida de aminoacidos hidrofobicos, se facilita
la interaccién con la membrana endosomal durante el proceso de penetracion del virus
influenza (y muchos otros virus). La fusién de este dominio con la membrana endosomal se
realiza cuando el ambiente endosomal se torna acidico, lo que permite un cambio
conformacion que transloca el péptido de fusion presente en pH neutro a exponerse e
interactuar con la membrana endosomal formando poros de suficiente tamafio para que el
complejo ribonucleoproteico del virus sea trasladado al citoplasma donde se inicia el proceso
de biosintesis tanto de la replicacién como la transcripcion del genoma con la produccion de
RNAs mensajero y por consecuencia proteinas virales (Lakadamyali M ef al., 2004).

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

puntuales hasta un intercambio de segmentos génicos. Los cambios puntuales se denominan
deriva antigénica y resulta en la evolucion 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 formacion 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 generacion de cepas
pandémicas (Griffin y Tompkins, 2023).

Como la HA esta en la superficie, es facilmente reconocida por los anticuerpos del hospedero
y el virus puede pasar por procesos de neutralizacion por estos anticuerpos al evitar la
interaccion entre la hemaglutinina y el acido sidlico. No obstante, existen mecanismos por
los cuales el virus puede escapar del sistema de defensa del hospedero. Estos mecanismos
ocurren durante el ciclo de replicacion viral (Du et al., 2021). Por ejemplo, la ARN
polimerasa viral puede introducir errores con alta frecuencia durante la sintesis de ARN
viral. Durante la replicacion, 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 neutralizacion. Durante la deriva
antigénica, las secuencias de aminoacidos se pueden cambiar por estas mutaciones en areas

que estan expuestas al reconocimiento de anticuerpos, asi como a las regiones requeridas



para la union al receptor (Gamblin et al., 2021).

Aunque la deriva antigénica puede producir un cambio en la antigenicidad o en su capacidad
de unién 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 Gltimas cuatro pandemias, el potencial de reordenar
los segmentos génicos durante los procesos de replicacion puede generar un cambio drastico
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 mutacion; la deriva antigénica y
el desplazamiento de segmentos del virus en la generacion de nuevas variantes. Un ejemplo
claro es el subtipo HIN1 responsable de la pandemia del 2009, esta cepa viral fue una
variante del subtipo HINI ya que presentaba segmentos génicos de dos cepas porcinas, una
cepa aviar y una cepa humana. Lo anterior, aunado a la generacion de una mutacioén por
deriva antigénica, permitio traspasar la barrera de la especie porcina a la poblacion humana
con los resultados registrados en todo el mundo.

1.8 Caracterizacion 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 adquisicion
de caracteristicas que se suman a su virulencia o patogenicidad. Estudios de caracterizacion
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; asi como monitorear los cambios genéticos en los virus de la
influenza propios de animales que podrian infectar a los seres humanos (Taubenberger J &
Morens DM, 2020).

El alineamiento de secuencias y la obtencion de arboles filogenéticos para el analisis de la
evolucion a lo largo de los afios utilizan diferentes métodos de alineamiento donde destaca
el método CLUSTALW, que esta basado en un alineamiento progresivo donde comienza
alineando pares de secuencias por dos diferentes métodos ( k-tuple o programacion dindmica
completo) de donde se obtienen medidas de distancia con las que se va formando el arbol

guia y finalmente alinea progresivamente las secuencias mas cercanas (Thompson et al.,



1994).

Para la secuenciacion de muestras de ADN se utiliza principalmente productos derivados de
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para posteriormente utilizar alguno
de los métodos de secuenciacion y proceder a su analisis, una desventaja de este
procedimiento es el costo que representa la secuenciacion en una gran cantidad de muestras,
por lo que se han desarrollado metodologias que permitan generar un analisis 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 conformacién de
cadena simple (PCR-SSCP) es un método utilizado para genotipificar productos de PCR de
multiples organismos (Badi a et al., 2021). En lo particular la SSCP permite la deteccion de
polimorfismos de un solo nucleétido 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 observacion de los fragmentos de DNA a través de diferentes patrones que genera
una conformacion especifica (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 conformacion tridimensional de las secuencias al plegarse se
ven afectadas por una mutacion en la secuencia primaria que altera esta conformacion fisica
(Hashim et al., 2019).

1.9 Efecto de la pandemia de COVID-19 en la circulacion del virus de la influenza
Con la llegada del virus SARS-COV2 a finales de 2019 y su expansion en afios posteriores,

se implementaron diferentes medidas preventivas para disminuir el nimero 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 publicos, entre
otros; esto a la vez que ayudd a disminuir los contagios del virus SARS-COV2, también
ayudo a que los casos de otros virus se dieran a la baja, incluido el virus de la influenza que
en afos anteriores a la pandemia de COVID-19 tuvieron pequefias epidemias a lo largo del
pais (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 analisis filogenético de maxima
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(HINT) del virus de la influenza desde abril del 2020, encontrando ademds que algunos
linajes de este subtipo, que principalmente habian estado circulando en africa, para el 2021
fueron detectados principalmente en la India, lo que nos habla de que a pesar de un nimero
bajo de casos reportados la circulacion de este subtipo de influenza continuo expandiéndose

entre la poblacion mundial.
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2. JUSTIFICACION

La subunidad HA1 posee 5 sitios antigénicos que se caracterizan por ser susceptibles a
mutaciones. Al interactuar con el acido sidlico para el anclaje a la envoltura viral, hace que
los cambios en esta region 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 patdégenos
de importancia para la salud publica, por lo que se realiza una vigilancia epidemioldgica
constante. El conocer los pequefios cambios que vaya adquiriendo este virus y comprender
a qué escala impactan, nos permitira generar informacion que sea de ayuda en caso de una

emergencia de salud publica.
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3. HIPOTESIS

Los cambios aminoacidicos entre la secuencia de referencia y la secuencia de anélisis se

veran reflejados en la estabilidad de la interaccion con el receptor de acido sialico.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar in silico la subunidad HA1 del virus de la influenza A(HIN1)pdm09 de cepas

circulantes en una poblacién Mexicana.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar informacion nucleotidica de la subunidad HA1 de la hemaglutinina a partir de

aislados clinicos.

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 interaccion a los receptores

sidlicos del hospedero mediante analisis in silico.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Diagnéstico de influenza A(HIN1)pdm09 por RT-PCR en tiempo real
Los tubos con medio de transporte e hisopo fueron agitados en el vortex 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 segun las instrucciones de los

Lineamientos para la Vigilancia Epidemioldgica de Influenza por la Secretaria de Salud.

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

Qiagen, utilizando las instrucciones y recomendaciones del fabricante. Se utiliz6 un volumen
de 140 pL de muestra de ARN viral y 560 puL de bufer AVL/RNA en un microtubo de 1.5
mL los cuales fueron incubados por 10 minutos a temperatura ambiente y centrifugados
levemente. Posteriormente se afiadieron 560 pL etanol (96-100%), se agit6 en un agitador
tipo vortex y se centrifugd levemente. De la solucion anterior se adicionaron 630 uL en una
columna QIAamp y se centrifugd a 8000 rpm durante 60 segundos, finalmente se desechd
el filtrado por medio de decantacidn, este Gltimo paso fue realizado por segunda vez, y se
procedid a realizar lavados con buffer AW1 en una cantidad de 500 pL y se centrifugo a
8000 rpm por 60 segundos. El filtrado fue decantado y se afiadieron 500 pL de bufer AW2
a la columna para proceder a la centrifugacion a 13000 rpm durante 3 minutos. Una vez mas
se decant6 el filtrado y se repitio la centrifugacion en nuevo tubo colector. Se coloco la
columna en un microtubo de 1.5 mL y se afiadieron 60 pL del bufer AVE; se incubaron por
1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugaron a 8000 rpm por 60 segundos. Se recupero

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

5.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa- Retrotranscriptasa Multisegmento
Para realizar la amplificacion de los 8 segmentos de influenza se realiz6 una RT-PCR basada

en la metodologia descrita pro Zhou y colaboradores en el afio 2009, donde utilizando los
dominios conservados en los extremos terminales se disefiaron un par de iniciadores
MBTunil2 y MBTunil3 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 reaccion para la retrotranscripcion y
amplificacion del genoma viral.

1 Reaccion

Componente (uL)
Master Mix 2X 12.5
SuperScript™ III

RT/Platinum™ 0.5
Taq Mix

MBTunil2 (10 0.5
uM) '
MBTunil3 ( 10 0.5
uM) '
Agua 6
Muestra 5

Volumen total de la mezcla de reaccion, 25 pL.

Como control negativo (NTC) en estos ensayos se utiliz6 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 pardmetros 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 Preparacion del bufer de carga
Utilizando un tubo estéril de 1.5 mL, se agregaron 200 uL de bufer de carga 6X TBE, 400

pL de glicerol (100 %) y 600 pL de agua libre de nucleasas y 12 pL de GelRed Nucleic
Acid Gel Stain, 10,000X (Biotium), la mezcla fue homogenizada y fue alicuotada en
volumen de 100 pL en microtubos de 1.5 ml estériles y posteriormente resguardados en

congelacion.
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5.4.2 Preparacion del bufer TBE
Se prepar6 una solucion stock de bufer TBE 5X con 54 g bufer Tris base (Sigma), 27.5

gramos de acido borico (US Biological) y 4.5 g de EDTA (US Biological) para una solucién
de 1 L. Se ajusté el pH a 8.4 y se afor6 a 1 L con agua bidestilada para obtener una solucion

de trabajo al 0.5X.

5.4.3 Preparacion del marcador de peso molecular (MPM)
Se adicionaron 49 pL de agua libre de nucleasas a un microtubo estéril y se anadio 1 pL del

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

soluciones fueron conservadas en congelacion hasta su uso.

5.4.4 Preparacion del gel de agarosa
Se prepar6 un gel de agarosa al 1 %, anadiendo 0.35 g de agarosa ultrapura (Invitrogen) en

35 mL de TBE 0.5X. a un matraz Erlenmeyer. Se llevo la mezcla a calor por 60 segundos en
intervalos de 20 seg en microondas con el fin de obtener una solucion homogénea. Una vez
a temperatura ambiente, se vertié en la plataforma de fundicién de 7 x 7 cm para un gel de
10 pozos, el cual se dejo gelificar por una hora previo a su uso.

Las muestras fueron cargadas por medio de una mezcla en la cual se afiadié bufer TBE 0.5X
y se agregaron entre 1 y 5 pL de muestra, agua o MPM previamente combinados con 1 pL.
de bufer de carga. El proceso de electroforesis siguio el protocolo de 100 V (constante) por
40 min y se visualizé 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 resguardd cada uno para su posterior uso en la amplificacion del segmento HA1

de la hemaglutinina.

5.4.5 Seleccion de muestras para analisis de subunidad HA1

Para seleccionar las muestras que serian analizadas por secuenciacidn, se tomaron 25
muestras de la temporada 2018 -2019 y se amplific6 un segmento de aproximadamente 339
pb que se analiz6 por electroforesis en gel de polimorfismos de conformacion de cadena
simple (SSCP) para identificar muestras con diferencias en la secuencia nucleotidica de una

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

Se seleccion6 un par de iniciadores que flanquearan una region de aproximadamente de
339 pb de entre aquellos propuestos por el CDC en el 2009 especificos para secuenciar el
genoma del virus de la influenza A HIN1pdm (CDC, Sequencing Primers and Protocol,

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

Tabla 2. Iniciadores para amplificar segmento de la subunidad HAL1.

Nombre Iniciador
HAL-
5’AACTATGCAAACTAAGAGGGGTA 37
F190
HA-F1- 5'"CAGAAACAGCTATGACCTCATGATTGGGC
R CAY 3’

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

amplificacion se guardaron en congelacion hasta su uso.

5.4.7 Electroforesis de polimorfismos de conformacion de cadena simple

El ensayo incluye el montaje de la cdmara 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 plastico 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 agregd en un tubo falcon las
cantidades de 37.5 mL de agua bidestilada, 10 mL de acrilamida, 2.5 mL de TBE 10X, 80
pL de TEMED y 250 uL. de APS al 10%, e inmediatamente se vacid entre los cristales
previamente sellados y se coloco el peine para generar los pozos del gel, esto se dejo
polimerizar aproximadamente 40 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, las placas de
cristales que contienen el gel polimerizado se ensamblan con la camara ajustando los broches
de cada lateral. Se procedi6 a agregar buffer TBE 0.6X hasta la marca que indica el nivel

optimo y se realizd una pre-corrida con los siguientes parametros: 100 Volts, 45 mAmps por
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1 hora. Transcurrido el tiempo, se colocaron las muestras a analizar en hielo y se afiadio a
cada una de ellar 4 pL de buffer de carga y se homogeneizaron para posteriormente
colocarlos en los pozos del gel de poliacrilamida. La electroforesis final sigui6 los siguientes
parametros: 150 Volts, 45 mAmps por 15 horas.

5.4.8 Tincion con plata

Para visualizar las bandas amplificadas en la técnica de SSCP, se realizaron soluciones
fijadores, comenzando con la tincidon de plata, donde en esta solucion la técnica se basa en
que los iones de lata se unen a las cadenas laterales de los aminoécidos, especificamente en
los grupos carboxilo y que posteriormente se visualizaran como bandas o manchas de color
marrdn ( Beidler et al., 1982).de esta técnica que puede teiiir las bandas amplificadas se
buscaron patrones de bandeo similares para poder analizar al menos una muestra de cada

uno de los grupos de patron de bandeo.

5.4.9 Disefio de iniciadores

Una vez seleccionadas las muestras candidatas a analisis de secuenciacion, se realizo la
obtencion de la subunidad HA1 completa, para la cual se realizd una secuencia consenso, a
partir de la informacion de la base de datos IRD (Influenza Research Database) , utilizado

herramientas bioinformaticas como MUSCLE, BLAST y la herramienta Bioedit .

Se seleccionaron aquellas secuencias que cumplieran con los siguientes parametros:

e Segmentos de Hemaglutinina Completos
e Virus de Influenza tipo A

e Subtipo de Influenza A (HIN1)pdmO09

e Rango de fecha de 2017-2022

e Hospedero humano

e M¢éxico como grupo geografico

Se utiliz6 la base de datos del Centro Nacional para la Informacién Biotecnologica (NCBI)
y se tomaron las secuencias en formato FASTA. Utilizando las herramientas bioinforméticas

BLAST y Bioedit, se realizo un alineamiento multiple 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.

Numero de acceso  |Organismo Pais Region Afo Tamafio (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
VIN581295.1 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
0Q245870.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
0Q245878.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
0Q245886.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
0Q245894.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
0Q232102.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
0Q203472.1 Virus influenza A Meéxico HA 2022 1752
0Q203464.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
0Q203456.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
0Q203448.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
0Q203440.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
0Q203432.1 Virus influenza A México HA 2022 1752
OP694748.1 Virus influenza A Meéxico HA 2022 1752

Figura 2 .Numeros de acceso de NCBI utilizados para el disefio de iniciadores para la
amplificacion de la subunidad HA1. Se muestran en la imagen los niimeros 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 utilizo el software Oligo7 (Molecular Biology Insights, 2024) para realizar el disefio de
iniciadores sentido y antisentido para la amplificacion de la secuencia nucleotidica de la

HAT1 de la hemaglutinina (Tabla 3).

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

Nombre Iniciador Tm Tamano
HA1-F190 5’AACTATGCAAACTAAGAGGGGTA 3’ 56.1° 23 nt
HA1-R869 5'GTGGACTGGTGTATCTGAAATG 3’ 55.6° 22nt
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6.5 PCR para amplificar la HA1
Se preparo6 la mezcla de reaccién como se muestra en la Tabla 4 para un volumen final de
25 uL, y se visualizo en gel de agarosa al 1 % afiadiendo 1 uLL de muestra con un pL de

buffer de carga al gel.

Tabla 4. Mezcla de reaccion para amplificacion de subunidad HA1.

Componente Volumen (pL)
Master Mix 12.5
Iniciador HA1-F190 0.5
Iniciador HA1-R-869 0.5
Agua 10.5
Muestra 1

Los amplicones se resguardaron en congelacion hasta su uso.

6.6 Obtencion del vector plasmidico con la secuencia HA1
Para realizar la secuenciacion de la HA1, se subclono la secuencia nucleotidica 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 purificacion del vector con el inserto.

6.6.1 Preparacion de agar LB

Para el aislamiento de las clonas con el vector plasmidico 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 adicion6 a uno de los matraces 1.5 mL de kanamicina 10
mg/mL, para obtener una concentracion final de 50 mg/mL, que se homogenizo y se vacid
en 24 cajas Petri estériles desechables que fueron etiquetadas de acuerdo a la presencia o

ausencia de antibiotico.
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6.6.2 Preparacion de caldo LB

Utilizando 7 gramos de caldo LB Miller (US Biological, Lote L8102422 08102422) se
realizd una solucion con 300 mL de agua bidestilada que fueron disueltos hasta obtener una
solucion homogénea. De la solucion anterior se elaboraron alicuotas en volumenes 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 Subclonacion en vector pCR 2.1 TOPO
Se utilizé el TOPO® TA Cloning® Kit de Invitrogen que contiene el vector pCR 2.1-
TOPO® (figura 3).

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

LacZo fragment: bases 1-547

M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
f1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
pUC origin: bases 3136-3809

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

Para preparar la reaccion de subclonacion del segmento de la subunidad HA1 se realizo la

siguiente mezcla:
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Tabla 5. Reactivos para subclonacion.

Reactivo Volumen
Vector plasmidico 1 uL
Solucién de sales 1 uL
Agua 3ulL
Producto de PCR 1 uL

Se agregaron 2 pL de la reaccion de clonacion TOPO® en un vial de One Shot®
quimicamente competente de E. coli y se mezcld suavemente para proceder a ser incubado
en hielo por 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se aplicd un choque térmico a las
células a 42°C por 30 segundos y se coloco en hielo nuevamente. Se adicionaron 250 pL de
medio LB previamente preparado a medio ambiente y se dejo incubando en agitacion a 37°C
por una hora a 200 rpm. Finalmente se tomaron 50 pL 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 Transformacion de células competentes de E. coli DHSalpha

La transformacién 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 antibidtico, ademads una alicuota
de ImL de caldo LB se coloc¢ en agitacion a 37°C y el termoblock se llevo hasta los 42°C
En un microtubo de cepa E.coli DH5a competente (aprox. 100 uL) se agregaron 5 pL del
plasmido para subclonaciéon PCR TOPO 2.1 y se mezcl6 de manera suave para ser incubado
en hielo por 60 minutos, transcurrido ese tiempo se colocd por 90 segundos a 42°C en
thermoblock y se paso6 a incubar en hielo por 2 minutos. Finalmente se anadieron 1 mL de
LB a 37°C y se incub6 por una hora en agitacion. Se inocularon las placas de agar LB con

kanamicina y de LB sin antibiotico con 100 pL de cultivo utilizando el asa en tridngulo.

6.6.5 Aislamiento de clonas
De acuerdo con el nimero de clonas obtenidas, en un area de trabajo estéril se tomaron con

un asa bacteriologica cada una de las colonias crecidas en una nueva placa por estria simple.
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Posteriormente se dejaron crecer un dia 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 area de mechero, utilizando tubos
de ensayo con tapdén de rosca de 16 x 150, medio LB y utilizando kanamicina como
antibidtico. El medio LB con kanamicina fue colocado en cada uno de los tubos en
volumenes de 3mL por tubo y con un asa bacteriologica se sembré cada una de las muestras
candidatas. Los tubos fueron llevados a incubacion con agitacion de 300 rpm durante toda

la noche a una temperatura de 36.5 °C.

6.6.7 Preservacion en glicerol

Para el resguardo del plasmido recombinante se realizd en condiciones de esterilidad
alicuotas para preservacion en ultracongelacion, donde en un microtubo de 1.5 mL se
adicionaron 250 pL de glicerol al 60% y 750 pL de cultivo en medio LB liquido, la solucion
fue homogeneizada y se generaron alicuotas de 200 puL. que se colocaron en criotubos que

fueron sellados con Parafilm y almacenados para su resguardo.

6.6.8 Purificacion por Minipreparacion

Se utilizo 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 desech6 todo el medio y
se afiadieron 250 pL. de la solucion R3 para posteriormente homogeneizar con el sedimento.
Se aniadieron 250 pL de la solucién de tampon de lisis L7, y se mezcld suavemente al invertir
el tubo y se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente se agregaron 350
puL de tampon de precipitacion N4 y se mezcld inmediatamente hasta homogeneizar y se
procedio a centrifugar el lisado a >12 000 x g por un lapso de 10 minutos. Donde el
sobrenadante se colocd en una columna giratoria en un tubo de lavado de 2mL y se centrifugd
la columna a a 12.000 x g durante 1 minuto. Terminado este tiempo se desecho el
sobrenadante y se coloco la columna en el tubo de lavado.

Se agregaron 500 pL. de tampon de lavado con etanol a la columna y se dejé incubar por un

minuto a temperatura ambiente, se centrifugd la columna a 12 000 x g por un minuto y se
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descart6 el sobrenadante para colocar posteriormente de nuevo la columna en el tubo de
lavado y se agregaron 700 uL de tampon de lavado con etanol a la columna para ser llevado
a centrifugacion por un minuto a 12.000 x g, una vez transcurrido el tiempo se desecho el
sobrenadante y se colocd la columna en el tubo de lavado para centrifugar una vez mas
utilizando las mismas condiciones, finalmente se desech6 el tubo de lavado y colocé la
columna giratoria en un tubo de 1.5mL y se agregaron 75 pL de buffer TE en el centro de la
columna , este fue incubado por un minuto a temperatura ambiente, y se centrifugd d a
12.000 x g por dos minutos, se descart6 la columna y se almacend el ADN del plasmido a 4
°C.

6.7 Analisis por Secuenciacion

El servicio de secuenciacién fue solicitado y realizado por el Instituto Potosino de
Investigacion, Ciencia y Tecnologia (IPICYT) que ofrece un servicio de secuenciacion tipo
Sanger.

6.8 Analisis in silico de las secuencias

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

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

7.1 Amplificacion de segmentos génicos del IAV
Se realizé la amplificacion de muestras de influenza A(HIN1)pdmO9 de la temporada 2018-

2019 (Figura 4), utilizando los iniciadores MBT-uni12 y MBT-unil3. Donde podemos
apreciar en el gel de agarosa una amplificacion 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.

MPM Ml M2 NTC

2000 pb -
1500 pb -

1000 pb

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 Seleccion de muestras para secuenciacion
Con la intencion de preseleccionar muestras con caracteristicas genéticas diferentes en la

region de la HA1 para secuenciacion, se decidi6 utilizar la técnica de SSCP ya que permite
detectar diferencias a nivel de secuencia primaria, lo cual nos permitiria garantizar la
secuenciacion de muestras genéticamente diferentes para su comparacion. 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 Conformacion de Cadena Simple (SSCP)

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

26



una vez que se confirmé que la subunidad HA1 esta presente en las muestras analizadas, se
procedio a amplificar un fragmento mas pequefio de 339 pares de bases aproximadamente.
(Figura 5). En este caso para las muestras 1, 2 y 3 hubo amplificacién entre los 300 y 400
pares de bases, donde esperdbamos encontrar una banda correspondiente al fragmento
deseado de la subunidad HA 1. Estos fragmentos procedieron a ser utilizados para la técnica

de polimorfismo de conformacion de cadena simple.

MPM MI M2 M M4 NIC

400 pb
300 pb

339pb

Figura 5. Amplificacion 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) Ademas 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 amplificacion 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
patréon electroforético de una muestra y dos controles que corresponden a dos muestras con
un patrdn ya conocido y estandarizado en el laboratorio de trabajo. El patron correspondiente
al fragmento de la subunidad HA1 que mas se repiti6 durante los ensayos fue el que se
observa con la muestra M1, utilizado para discriminar entre un patrén normal de uno que
pudiera tener alguna mutacion. Aquellas muestras que presentaron un bandeo diferente al de

la muestra M1 fueron consideradas como candidatos para la secuenciacion.
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MPM CTR1 CTR2 M1

1l

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 Amplificacion de la subunidad HA1 del gen de la Hemaglutinina del virus de influenza.

Utilizando los iniciadores que se muestran en la Tabla 3. Se amplific6 la subunidad HA1
completa, siendo esta de 679 pares de bases aproximadamente (Figura 7). De acuerdo al
MPM se esperaba encontrar amplificacion entre los 650 y 850 pares de bases, donde para las

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

MPM NTC M1 M2

1000 pb

850 pb
650 pb

679 pb

Figura 7 Amplificacion 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). Ademas 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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Patron 1 Patron 2

MPM 0386 0351 0074 1039 MPM 1574 1591 1037

Figura 8. Analisis 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 patron 1 del lado
izquierdo, que las muestras correspondientes a estos bloques poseen patrones de 3 bandas, mientras
que el patrén 2 del lado derecho presenta en cada una de sus muestras un patrén de dos bandas. Las
muestras seleccionadas fueron 0396 del patron 1 y del patrén 2 la muestra 1037.

7.4 Caracterizacion genética de muestras de influenza
Para realizar la seleccion de las muestras que serian seleccionadas para el proceso de la

subclonacion, se analizaron los patrones obtenidos en la técnica de SSCP, donde se pueden
apreciar dos patrones diferentes. En el primer patrén, se pueden apreciar la amplificacion de
3 bandas (Figura 8), mientras que para el segundo patrén encontrado, se observan solo dos

bandas de amplificacion (Figura 8).

Después de analizar tanto los patrones obtenidos con la RT-PCR Multisegmento, la PCR
especifica 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 analisis. 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 sirvié como analisis previo para
poder elegir entre las clonas candidatas para la secuenciacion, donde, para la muestra HA1-
01 solo se seleccion6 la clona numero 4 mientras que para la muestra HA1-02 no se pudo

recuperar una clona que contuviera el fragmento correspondiente a la subunidad HAT.
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Figura 9 . Aislamientos del candidato 1037 en medio con kanamicina para la seleccion de
colonias. Enla placa se puede ver la division de 14 fragmentos en donde se estrid una cepa por
divisién para poder realizar el aislado de cada una de las colonias.

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

Concentracion 260/230 260/280

28.7 ng/ul 2.33 1.84

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

7.5 Analisis de la secuencia 1037.4
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Partiendo de la secuencia 1037.4 se realizd una busqueda en la herramienta de Blast con el
fin de buscar una secuencia de referencia, con esta biisqueda se obtuvo la secuencia bajo el
nimero de acceso MK630778.1. Se procedio6 a generar la secuencia reversa complementaria
para poder realizar los siguientes andlisis. En la figura 11 se muestra el fragmento que aline6
entre ambas secuencias marcado en color azul y se complementd con la secuencia de

referencia para obtener toda la region codificante de la subunidad HAT.

ATGAAGGCAATACTAGTAGTTCTGCTGTATACATTTACAACCGCAAATGCAGACACATTATGT o
ATAGGTTATCATGCGAACAATTCAACAGACACTGTAGACACAGTACTAGAAAAGAATGTAAC Segmento anadido (MK630778.1)
AGTAACACACTCTGTTAATCTTCTGGAAGACAAGCATAACGGAA

)

~— Secuencia 1037.4

L

CGATTGCAATACAACTTGTCAGACACCCGAGGGTGCTATAAACACCAGCCTCCCATTTCA Segmento anadido (MK6 30778.1 )
GAATGTACATCCGATCACAATTGGGAAATGTCCAAAGTATGTAAAAAGCACAAAATTGAGAC
TGGCCACAGGATTGAGGAATGTCCCGTCTATTCAATCTAGA

Figura 11. Secuencia 1037.4 correspondiente a la region codificante de la subunidad HA1. Se
muestra de color azul los segmentos afnadidos de la secuencia de referencia MK630778.1 para
obtener la region 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 region codificante completa, se alinearon
ambas secuencias y se encontraron cinco cambios nucleotidicos entre ellas. Estos cambios

se encontraron en los nucledtidos 409, 516, 573, 605 y 702 (figura 12)
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Consenso 128

MK630778.1 ATGAAGGCAATACTAGTAGTTCTGCTGTATACATTTACAACCGCARRTGCAGACACATTATGTATAGGTTATCATGCGARCARTTCARCAGACACTGTAGACACAGTACTAGARAAGAATGTARCAGTA 129

10374 ATGAAGGCAATACTAGTAGTTCTGCTGTATACATTTACAACCGCAARTGCAGACACATTATGTATAGGT TATCATGCGAACART TCARCAGACACTGTAGACACAGTACTAGARAAGARTGTARCAGTA 129

Consenso G cC 258
-1 ACACACTCTGTTAATCTTCTGGAAGACAAGCATAACGGAAAACTATGCAAACTAAGA TAGCCCCATTGCATTTGGGTARATGTAACATTGCTGGCTGGATCCTGGGARATCCAGAGTGTGAATCA

MK630778.1 258

10374 ACACACTCTGTTAATCTTCTGGAAGACAAGCATARCGGAAAACTATGCAAACTAAGAGGGGTAGCCCCATTGCAT T TGGGTAAATGTARCATTGCTGGCTGGATCCTGGGAAATCCAGAGTGTGAATCA 258

Consenso o G AC TG 387

MK630778.1 CTCTCCACAGCAAGATCATGGTCCTACATTGTGGARACATC CAGACAATGGARCGTGTTACCCAGGAGACTTCATCARTTATGAGGAG! GAGAGC! GAGCTCAGTGTCATCATTTGRA 387

1037.4 CTCTCCACAGCARGATCATGGTCCTACATTGTGGARACATCTART TCAGACAATGGAACGTGTTACCCAGGAGACT TCATCART TATGAGGAGCTARGAGAGCARTTGAGCTCAGTGTCATCATTTGAR 387

Consenso

Il\/g;$107781 GAAATATTCCCAAAAGCAAGTTCATGGCCTAATC ‘ A ‘GAACAAAGGTGTAACGGCAGCAT!

: TCATGGCCTAATC) H 2 TARCGGCAGCAT

Consenso G GC Gi

(MK630778.1 AATTCATACCCARAGCTCAACCARACCTACATTAATGATARAGGGARAGAAGTCC T GCTGACCAACARAGTCTCTATCAGAATGCAGATGCATAT

10374 AATTCATACCCAARGCTCAACCARACCTACATTAATGATAAAGGGARAGAAGTCCYE CTGACCAACARAGTCTCTATCAGAATGCAGATGCATAT

Consenso

MK 630778.1

10374

Consenso

MK630778.1 TTCGAAGCAACTGGAAATCTAGTGGTACCGAGATATGCATTCACAATGGARAGARATGCTGGATCTGETATTATCATTTCAGATACACCAGTCCACGATTGCAATACAACTTGTCAGACACCCGAGGGT 903

10374 TTCGAAGCAACTGGARATCTAGTGGTACCGAGATATGCATTCACARTGGARAGAAATGCTGGATCTGGTATTATCATTTCAGATACACCAGTCCACGATTGCARTACARCTTGTCAGACACCCGAGGGT 903

Consenso 1032

MK630778.1 GCTATARACACCAGCCTCCCATTTCAGAATGTACATCCGATCACAATTGGGAAATGTCCARAGTATGTARAAAGCACARAATTGAGACTGGCCACAGE! TATTCAATCTAGA 1032

10374 GCTATAAACACCAGCCTCCCATTTCAGAATGTACATCCGATCACAATTGGGARATGTCCARAGTATGTAAARAGCACAAAATTGAGACTGGCCACAGGATTGAGGAATGTCCCGTCTATTCAATCTAGA 1032

Figura 12. Alineamiento de la region codificante de las secuencias MK630778.1 y 1037.4. Se
realizd un alineamiento multiple 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 aminoacidicas de las secuencias MK630778.1 y 1037.4 (figura
13) para analizar si los cambios nucleotidicos se ven reflejados en cambios de aminodacidos,
por lo que se alinearon ambas secuencias y solo se encontré un cambio de aminodacido en la
posicion 202 siendo un cambio de Isoleucina por Treonina, dado por el cambio de nucle6tido

en la posicion 605 (figura 14).

Consenso IKATLVVLLYTFTTANADTLCIGYHANNSTDTVDTVLERNVTVTHSVN. KHNG RLRGVAPLHLGKCNIAGWILGN 90
MK630778.1 MKAILVVLLYTFTTANADTLCIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDKHNGKLCKLRGVAPLHLGKCNIAGWILGNPECESLSTA 90
1037.4 MKAILVVLLYTFTTANADTLCIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVNLLEDKHNGKLCKLRGVAPLHLGKCNIAGWILGNPECESLSTA 90
Consenso RSWSYIVETSNSDNGTCYPGDEFIN' LREQLSSVSSFERFEIFPRKASSWPNHDSNRKGVTAACPHAGAKSFYRKNLIWLVKKGNSYPKLN! 180
MK630778.1 RSWSYIVETSNSDNGTCYPGDFINYEELREQLSSVSSFERFEIFPKASSWPNHDSNKGVTAACPHAGAKSFYKNLIWLVKKGNSYPKLNQ 180
1037.4 RSWSYIVETSNSDNGTCYPGDFINYEELREQLSSVSSFERFEIFPKASSWPNHDSNKGVTAACPHAGAKSFYKNLIWLVKKGNSYPKLNQ 180

Consenso TYINDKGKEVLVLWGIHHPP 'XADQOSLYONADAYVEFVGTSRYSKKFKPEIATRPKVRDOEGRMNY YWTLVEPGDKITFEATGNLVVPRY 270
MK630778.1  TYINDKGKEVLVLWGIHHPP II' DQOSLYQNADAYVFVGTSRYSKKFKPEIATRPKVRDQEGRMNY YWTLVEPGDKITFEATGNLVVPRY 270
10374 TYINDKGKEVLVLWGIHHPPJ@ADQOSLYQNADAYVEVGTSRY SKKEKPETATRPKVRDQEGRMNY YWTLVEPGDKITFEATGNLVVERY 270
Consenso ANAC IISDTPVHDCNTTCQT INTSLPFQNVHPITIGKCPKYVKSTKLRLATGLRNVPSIQSR 344
MK630778.1 AFTMERNAGSGIIISDTPVHDCNTTCQTPEGAINTSLPFQNVHPITIGKCPKYVKSTKLRLATGLRNVPSIQSR 344
1037.4 AFTMERNAGSGIIISDTPVHDCNTTCQTPEGAINTSLPFQNVHPITIGKCPKYVKSTKLRLATGLRNVPSIQSR 344

Figura 13. Alineamiento de la region codificante de las secuencias aminoacidicas MK630778.1
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y 1037.4. En el recuadro color rojo se muestra el sitio donde se encuentra el cambio de aminoacido
entre las secuencias como resultado del cambio de nucleétido visualizado en el alineamiento de las

secuencias.

Figura 14.Region de sustitucion de aminoacido en las secuencias aminoacidicas 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 aminoacidos en la posicion 202 de la secuencia

aminoacidica.

Estructura quimica

Isoleucina Treonina

CHs O OH O

HsC
OH HsC OH

NH, NH,

Figura 15. Estructuras quimicas de los aminoacidos presentes en la posicion 202, de las
secuencias MK630778.1 y 1037.4. Se muestra la estructura de ambos aminoacidos, en el que se
aprecia que en la posicion del grupo -CH3 de la Isoleucina hay un grupo -OH en el aminoacido

Treonina.

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

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

ERRAT y Verifyd3D (figura 16), mientras que los graficos de Ramachandran se obtuvieron
de SwissModel (figura 17).

MK630778.1
° Ramachandran: 95.82%
[\ ERRAT Verify3D
\ | Lz‘ Complete Complete
e T Time taken: 7s Time taken: 21s
/ 83.70% of the residues have
| Overall Quality Factor averaged 3D-1D score >= 0.1
[ o Pass
’/ 93'81 87 At least 80% of the amino acids have
) scored >= 0.1 in the 3D/1D profile.
( ¢ ] .
. . | Full Results | .
° o —_— Full Results |
<t . | e
180° 0 180

Figura 16. Valores de calidad del modelo generado para la estructura proteica de la secuencia
MK630778.1 Los analisis de calidad de ERRAT y Verify3D fueron realizados en el servidor
SAVES version 6.1, mientras que el grafico de Ramachandran fue extraido de SWISSMODEL

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

10374
°
Ramachandran: 95.49%
[ Y
\? “"\ ERRAT Complete VERIFY complete
\ -\ | 83.64% of the residues have
averaged 3D-1D score >= 0.1
, Overall Quality Factor Pass
| o
! At least 80% of the amino acids have
7' 93461 8 scored >= 0.1 in the 3D/1D profile.
s .
(* Results | Results |
[} \ / J —_—
e {
0 °
500 <2 %a o |

-180° 0° 180°

Figura 17. Valores de calidad del modelo generado para la estructura proteica de la
secuencia 1037.4 Los analisis de calidad de ERRAT y Verify3D fueron realizados en el servidor
SAVES version 6.1, mientras que el grafico de Ramachandran fue extraido de SWISSMODEL

durante el modelado de la estructura de la secuencia 1037.4.

7.7 Analisis estructural y de caracteristicas bioquimicas



Los modelos ya validados en su calidad estructural fueron visualizados con Chimera X,
donde se marcaron sitios importantes como el sitio 202 donde se encontr6 el cambio de
aminoacido, el sitio de unién a receptor y los 5 sitios antigénicos de la Hemaglutinina tanto

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

MK630778.1

s -
| Ca2

Z’Z‘ o\ /¥ Cal

m Sb

& ;r X ® RBS

(! L\ ¢ @ Residuo 202
‘;/\"_‘\ 4
S~ @)

Figura 18 . Modelo tridimensional de la secuencia MK630778.1 y regiones importantes de la
proteina. Se marcan de colores los sitios antigénicos de la proteina (Cb, Sa, Ca2, Cal y Sb) y el
sitio de union al receptor (RBS), ademas 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
proteina. Se marcan de colores los sitios antigénicos de la proteina (Cb, Sa, Ca2, Cal y Sb) y el
sitio de union al receptor (RBS), ademads de color gris se muestra el residuo 202 correspondiente a

Treonina para la secuencia 1037.4.

Ademas, se analizaron las secuencias MK630778.1 y 1037.4 en ChimeraX, donde se genero
el andlisis de hidrofobicidad de ambas proteinas para apreciar los posibles cambios dados
por el cambio de aminoacido encontrado entre ambas secuencias (figura 20). Seguido del

analisis de potencial electroestatico de las proteinas generado en el mismo software (figura
21).
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Analisis de Hidrofobicidad

MKG630778.1

Figura 20. Analisis de hidrofobicidad de las estructuras proteicas de las secuencias
MK630778.1 y 1037.4 Marcados en circulos se muestran las regiones donde se ubica el residuo

202 en el que se encontrd el cambio de aminoacido entre las secuencias.

Analisis de Potencial Electroestatico

MK630778.1

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

202 en el que se encontrd el cambio de aminoécido entre las secuencias.

Para concluir los andlisis, se generaron los andlisis de desorden y de ¢6xido reduccion

utilizando la herramienta de AIUPred (figuras 22 y 23).
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Figura 22. Analisis de Desorden de las estructuras proteicas de las secuencias MK630778.1 y
1037.4 Marcados en circulos 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

aminoacidos.
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Figura 23. Analisis de potencial 6xido-reduccion de las estructuras proteicas de las secuencias
MK630778.1 y 1037.4 Marcados en circulos se muestran las regiones donde se observan cambios
entre la secuencia de referencia con la secuencia 1037.4 en cuanto al potencial de 6xido reduccion
de los residuos de aminoacidos. De color rojo oscuro se muestra la posibilidad de que el resultado

de la reaccion de 6xido reduccion termine en un valor de energia positivo, mientras que de color

rojo claro se muestra la posibilidad de que termine con un valor de energia 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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Superposicionamiento

Residuo 1202T
MK630778.1
1037.4

Figura 24. Superposicionamiento de las estructuras proteicas de las secuencias MK630778.1 y
1037.4 Se marcan de colores los sitios antigénicos de la proteina (Cb, Sa, Ca2, Cal y Sb) y el sitio
de unioén al receptor (RBS), ademas de color gris se muestra el residuo 202 correspondiente a la
mutacion 1202T, 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 Proteina-Ligando

Se realizo la seleccion de la molécula de acido N-acetilneuraminico, que se utiliz6 como
ligando para el acoplamiento molecular, del cual se descarg6 la estructura del ligando en la
pagina de Pubchem, se selecciono el codigo
de sistema simplificado de entrada de linea de entrada molecular (SMILES) de la molécula
(CCEON[C@@H][C@H](CC(O[C@H]I[C@@H]([C@@H](CO)0)O)(C(=0)0)0)0 )
y se visualizé en ChimeraX, donde se minimiz6 la estructura y se configur6 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

adjunto el archivo del ligando en formato Banco de datos de proteinas (PDB) por separado
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y utilizando el programa Autodock Vina en ChimeraX, se realizd la seleccion de las
moléculas, en la cual las secuencias MK630778.1 y 1037.4 se seleccionaron como receptor
y la molécula de acido N-acetilneuraminico como ligando. Para realizar el acoplamiento
molecular se delimit6 un area en las secuencias de las proteinas de la hemaglutinina para
realizar la busqueda en las zonas donde el ligando pudiera acoplarse, por lo que dentro de la

zona delimitada se coloco el sitio de unién al receptor (Figura 26).

Molécula de acido N-acetilneuraminico

Figura 25. Molécula de acido N-acetilneuraminico extraida de PubChem. La estructura fue
extraida en su descriptor Smiles y visualizada en ChimeraX donde se minimiz6 la estructura con el

fin de obtener mayor estabilidad en la molécula.

Seleccion del sitio de unién de ligando

MK630778.1 1037.4

Cb

Sa

Ca2

Cal

Sb

RBS

Residuo 1202T
MK630778.1
1037.4

Figura 26. Seleccion 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 proteina (Cb,
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Sa, Ca2, Cal y Sb) y el sitio de union al receptor (RBS), ademas de color gris se muestra el residuo
202 correspondiente a la mutacion 1202T, 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 unioén al receptor, la cual delimita la zona en la

que el acoplamiento molecular realiza su busqueda de acoplamiento.

Como resultado del acoplamiento molecular se obtuvo que el ligando se uni6 a la proteina
de la Hemaglutinina cercano a los residuos de aminoacidos 161 y 162, los cuales son parte
del sitio de unién 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).

Unién Proteina-Ligando

MK630778.1 1037.4
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Ca2
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MK630778.1
10374

Figura 27. Acoplamiento molecular de las estructuras proteicas de las secuencias
MK630778.1 y 1037.4 y del acido N-acetilneuraminico. Se marcan de colores los sitios
antigénicos de la proteina (Cb, Sa, Ca2, Cal y Sb) y el sitio de unién al receptor (RBS), ademas de
color gris se muestra el residuo 202 correspondiente a la mutacion 1202T, 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 utiliz6 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 andlisis de LigPlus.

Val149(C)

Ghy148(C)
Ca
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Figura 28. Visualizacion de la interaccion proteina-ligando en la estructura de referencia. Se
puede visualizar que hay interaccion con los residuos 136, 145, 148, 160, 161, 163 y 165 mediante
enlaces de hidrogeno que interactuan con residuos del ligando. Por otro lado los residuos 146, 149,

162, 166,167 y 269 estan involucrados en el contacto hidrofébico.
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Figura 29. Visualizacion de la interaccion proteina-ligando en la estructura 1037.4. Se puede
visualizar que hay interaccion con los residuos 136, 145, 148, 160, 161, 162, 163,165 mediante
enlaces de hidrégeno que interactuan con residuos del ligando. Por otro lado los residuos 146, 149,

166,167 y 269 estan involucrados en el contacto hidrofobico.

@@ Eniace del ligando His53 _ Residuos de la proteina involucrados en el contacto
H Enlace de la proteina W hidrofébico
@ ~-@® Enlacede hidrégeno y tamafo O Atomos involucrados en el contacto hidrofébico

Figura 30. Leyenda de los elementos visuales en LigPlus. Se marcan en lineas azules los enlaces
de la estructura de ligando, mientras que de color naranja aquellos enlaces que corresponden a la

proteina. De color verde se muestra el tamafio de los enlaces de hidrogeno.



7.10 Arbol filogenético

Utilizando el programa GENEIOUS se genero el arbol filogenético en el cual se analizaron
poco mas de 35 secuencias nucleotidicas de diferentes paises y continentes, teniendo como
criterios de inclusion pertenecer al Virus de influenza A, de la proteina HA, obtenidas en la

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

Virus Subtipo Segmento Huesped |Ailo de recoleccion| Continente | Ubicacion Geografica |Numero de acceso
Influenza A HIN1 4 (HA) o sapie+F4:F4 2019 América CHILE. SANTIAGO MNO054524.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 América CHILE MK159816.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 América NICARAGUA PV219490.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 América WASHINGTON PQ692020.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 América TEXAS MT639829.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 América MAINE MT244619.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 América MEXICO MK633745.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 América MEXICO MF593583.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 América MEXICO MF593575.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 América COLUMBIA MN538767.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 América ONTARIO MN538804.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 América QUEBEC MNS538812.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 América ALBERTA MN538813.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 Europa ALEMANIA OP847806.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 Europa ITALIA MT080950.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 Europa PAISES BAJOS MT395365.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 Europa RUSIA. MOSCU MW018140.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 Europa RUSIA, PENZA MW018141.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 Europa BELGICA MT638100.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 Europa UK.INGLATERRA MT639659.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 Europa [RUSIA. VLADIVOSTOK| MT015482.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 Europa RUSIA, YAROSLAVL MT015490.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 Europa ESPANA MK927238.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 Europa FRANCIA MK302806.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 Asia SHANGHAI OR432633.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 Asia URUMQI MNS550947.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 Asia HAINAN ON795185.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 Asia TURQUIA OR672764.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 Asia INDIA KERALA ONO014412.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 Asia ARABIA SAUDITA OMS817519.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 Asia JAPON FUKUSHIMA LC720181.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 Asia IRAN ONO028661.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 Asia KASAJAZTAN OM736135.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2019 Asia INDIA MW012902.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 Asia IRAN SHIRAZ MZ540083.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 Africa SUDAFRICA MZ803005.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 Africa KENIA OR873658.1
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 América MEXICO 1037.4
Influenza A HIN1 4 (HA) |Homo sapiens 2018 América MEXICO MK630778.1

Figura 31. Secuencias de HA de diferentes paises en el periodo de 2018-2019. Se muestran los
numeros de acceso correspondientes a secuencias de distintos continentes pertenecientes a la
hemaglutinina del virus de influenza A(HIN1) en el periodo de 2018-2019 aislado de hospederos

humanos.



El programa utilizado para la generacion del arbol filogenético fue el programa MEGA 12,
en el cual se selecciono la busqueda de parametros de preferencia para el modelo de maxima

similitud y posteriormente se aplicaron estos pardmetros y ajustes (figura 32).
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Figura 32. Arbol 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 asiatico y
de color verde las secuencias del continente africano. Ademas de rojo se encuentran marcadas las

secuencias MK630778.1 y 1037.4
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8.DISCUSION

Partiendo de conocer la presencia del gen de la Hemaglutinina en todas las muestras del
ensayo de la RT-PCR Multisegmento, se procedio a amplificar la subunidad HA1, siendo
esta, una region de reconocimiento (Bravo, 2010), en este caso no todas las muestras de la
temporada 2018-2019 presentaron la amplificacion 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 mas inestable y su integridad se puede ver comprometida si es almacenado a -80°C por
mas de un ano. Ademas, el hecho de ser ARN implica una alta tasa de mutacion por la
introduccion de cambios de nucledtidos durante la replicacion 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 procedio a la amplificacion 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 (Munguia, 2007), los patrones obtenidos fueron analizados para seleccionar a
las muestras candidatas para la secuenciacion.

La secuencia obtenida de la muestra 1037.4 mostré una buena calidad en su secuencia de
acuerdo con el analisis del electroferograma, donde de acuerdo con Carr y colaboradores en
2009, en un resultado de buena calidad se puede ver un pico por base nucleotidica, lo que
indica que los procesos de preparacion y procesamiento de la muestra son eficientes, ademas
de que la altura del pico es equivalente a la intensidad de la sefial de la base. Los resultados
del alineamiento entre la secuencia 1037.4 y la secuencia de referencia MK630778.1
mostraron que entre secuencias nucleotidicas hay una diferencia de 5 pares de bases, estas
sustituciones de un solo nucledtido (SNP) pueden presentarse en el genoma con una
frecuencia de una por cada 1000pb, y pueden cambiar los aminoacidos codificados, ser
silenciosos o encontrarse en regiones no codificantes. Aunque algunos de estos cambios en
la secuencia no hayan alterado la traduccidon de aminoacidos, es importante mencionar que
pueden tener efectos en la actividad promotora o en la conformacion del ARN mensajero o
de las proteinas (Shastry B, 2009). Al analizar los cambios entre las secuencias
aminoacidicas de la muestra 1037.4 y la muestra de referencia, se observo un solo cambio

ubicado en el aminoacido 202, donde en la secuencia 1037.4 en esta posicidon se encuentra
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una Treonina (T) dado por el codon ATT, mientras que para la secuencia MK630778.1 el
aminoacido ubicado en esta posicion es Isoleucina (I) dada por el codon ACT, lo cual
corresponde al cambio nucleotidico previamente mencionado en la posiciéon 605. Es
importante recordar que los cambios en los aminodcidos pueden repercutir en las
caracteristicas bioquimicas y estructurales de una proteina, por lo que en los analisis de
hidrofobicidad y de potencial electroestatico, se hallaron pequefios cambios en la
hidrofobicidad de la estructura, ya que en la escala de Kyte y Doolittle de hidrofobicidad
que se utiliza para analizar las caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas en la
bioinformatica (Grasso et al., 2016), la isoleucina tiene un valor de 4.5, mientras que la
treonina de -0.7. lo cual a valores mas 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 analisis de
hidrofobicidad donde observamos un cambio en los colores de la superficie de la proteina.
En el andlisis de potencial electroestatico realizado en ChimeraX, se calcula el potencial
electroestatico seglin 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
distribucion de cargas eléctricas en la superficie, donde en nuestro resultado podemos
observar que la zona cercana al sitio de cambio de aminoacido 202, aunque no se ve un
cambio en la coloracion en la region del sitio de la mutacion [202T 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 andlisis bioinformaticos, 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 aminodcido se infiere la estequiometria y la estructura de la
proteina mediante modelado por homologia (Waterhouse, A ef al., 2018). Se utilizaron
pardmetros como el grafico de Ramachandran que representa la distribucion de las
conformaciones de la cadena de aminodcidos 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 analisis de ERRAT que sirve
para evaluar el progreso de la construccion 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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evalia la compatibilidad del modelo con su propia secuencia de aminoacidos, considera
aprobado valores donde més del 80% de los aminodcidos 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 aminoacido 202
no es diferente estructuralmente entre ambos modelos, por lo que se evalud la interaccion
con el ligando del acido N-acetilneuraminico 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 andlisis de proteina-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 segun la afinidad de union, los valores mas bajos hacen referencia a
interacciones que se ven mas favorecidas (Gilsom & Zhou, 2007) y por lo tanto mayor
afinidad de union, recordando que la energia 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 interaccién levemente mas favorecida que la secuencia de referencia
MK630778.1, por lo que en la naturaleza es mas probable que ocurra la union con el acido
N-acetilneuraminico del tracto respiratorio de los humanos. Utilizando la herramienta de
Ligplot se pudo observar las interacciones entre el ligando y la proteina donde ambos
modelos coinciden en la interaccion por puentes de hidrégeno con los residuos 136, 145,148,
160,161,163 y 165, y que los residuos 146, 149, 166, 167 y 269 interaccionan de manera
hidrofobica con el ligando. De acuerdo con Wen y colaboradores en 2018, se ha reportado
que la presencia de una Fenilalanina en la posicion 161 esta asociada a un aumento en la
afinidad con los glicanos 3'-sialil- N -acetil -lactosamina, este aminoacido fue encontrado en
la posicion 161 para ambas secuencias, ademas se ha visto se encuentra formando parte de
un nucleo hidrofobico proximo a la base del sitio que se une al receptor compuesto por otros
residuos W127, L154, 1164 y F251 (Broszeit et al., 2019).

La diferencia principal radica en que el ligando interactia mediante puente de hidrogeno con
el residuo 162 correspondiente al modelo de la secuencia de referencia MK630778.1 y en el
modelo de la secuencia 1037.4 esta involucrado en la interaccion hidrofobica, ademas de
que hay diferencias en los tamafos de los puentes de hidrogenos entre ambos acoplamientos

moleculares. Un puente de hidrégeno es una atraccion electroestatica entre moleculares
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polares, y el tamafio del enlace se refiere a la distancia de interaccion entre los atomos, que
entre mayor sea la distancia entre ellos mas débil puede ser esta interaccion (Jeffrey G,
1997); por otra parte una interaccion hidrofobica se lleva a cabo entre aminoacidos no
polares, en este caso la tirosina es un aminoécido polar que por el anillo bencénico en su
composicion puede comportarse como hidrofobo 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 union con el ligando. Sin embargo, un enlace de hidrogeno tiende a ser una
interaccion mas fuerte ya que se da entre los dtomos, mientras que las interacciones
hidrofobicas son un efecto de entropia (Buckingham, A. et al., 2008) (Pace, C et al., 2011).
Esto podria explicar por qué para la estructura de la secuencia 1037.4 se vio una interaccion
levemente mas favorecida a comparacion de la estructura de la secuencia de referencia.

De acuerdo con el arbol filogenético se mapearon 39 secuencias de diferentes partes del
mundo, correspondientes al virus de influenza A del subtipo HIN1 reportadas en el periodo
de 2018-2019, al realizar este analisis se pudo observar que las secuencias mas cercanas a la
1037.4 correspondieron en su mayoria a secuencias recolectadas en el continente americano,
especificamente de México y Estados Unidos. La secuencia con mayor similitud con la
1037.4 en este analisis fue la MK633741.1, seguido de la secuencia MK630778.1 utilizada
como referencia en este proyecto. Se puede observar que la mayoria de las secuencias de
Asiay 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 comun 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 division entre los grupos es debido a que la
circulacion de estas cepas se conserva mayormente en una misma zona geografica y que con
el transcurso de los afios evoluciona entre las mismas cepas circulantes de la poblacion de

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

e Lasecuencia 1037.4 obtenida en este proyecto presentd un cambio de aminoacido en la
posicion 202 de isoleucina por treonina, de acuerdo con la secuencia de referencia
MK630778.1.

e Se pudieron observar cambios en las caracteristicas fisicoquimicas de ambos modelos
proteicos especificamente en donde se pudo observar una disminucion en el andlisis 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 analisis de desorden y de
potencial de 6xido reduccion, tanto aumentos como disminuciones entre los modelos
dependiendo del residuo aminoacidico.

e No se encontraron cambios estructurales entre los modelos de las proteinas de las
secuencias 1037.4 y de referencia MK630778.1 al realizar el superposicionamiento de las
estructuras.

e ¢l modelo se la secuencia 1037.4 tuvo una interaccion levemente mas favorecida con el
ligando 4cido N-acetilneuraminico en relacion con la interaccion del ligando con el modelo
de la secuencia referencia MK630778.1

e Se pudo observar que la interaccion ligando-proteina se realizo cerca del residuo 161,
reportado como involucrado en la interaccion con el acido N-acetilneuraminico

. El residuo 162 presentdé un comportamiento diferente entre ambos modelos, donde
en el modelo de la secuencia 1037.4 actué formando un puente de hidrégeno con el ligando.
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10.PERSPECTIVAS

Este proyecto podria complementarse con el andlisis 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 aminoacidicas y nucleotidicas que
puedan afectar la interaccion con el receptor.

Igualmente consideramos que seria enriquecedor el realizar anélisis similares con muestras
de temporadas mas recientes, para poder contrastar los cambios entre las secuencias posterior
a la pandemia de COVID-19.
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