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La mayoria de estudios realizados en cepas gripales
aviares parecen indicar que la virulencia es un fenémeno
poligénico. Sin embargo, parece demostrado que la
hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA) y los genes
que las codifican (genes 4 y 6) desempeifian un papel
esencial en la patogenia viral. Las cepas aviares pueden
clasificarse en avirulentas o virulentas en funcion de la
capacidad de la HA para ser activada por endoproteasas
s6lo del tracto respiratorio o por proteasas de otros
tejidos. Esta capacidad se basa en la aparicion progresiva
de mutaciones que comportan la sustitucion de los
aminoacidos habituales en el punto de hidrdlisis de la HA
por otros de tipo basico que determinan la ampliacion del
espectro de hidrolisis y activacion. La NA participa en la
adquisicion de virulencia a través de su capacidad para
unirse al plasminégeno e incrementando la concentracién
de proteasas activadoras. La adaptacion al huésped, a
través del reconocimiento del receptor celular, es otro
factor que determina la virulencia y la transmision
interespecies de las cepas aviares. Desde el punto de vista
epidemioldgico seria recomendable, ademas de la
subtipificacion de las cepas gripales, determinar la
capacidad de activacion de la HA para conocer su grado
de virulencia.
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Factors affecting the virulence and pathogenicity of avian
and human viral strains (influenza virus type A)

Most studies performed in avian viral strains seem to
indicate that virulence is a polygenic phenomenon.
However, hemagglutinin and neuraminidase and the
genes codifying these substances (genes 4 and 6) play an
essential role in viral pathogenesis. Avian strains can be
classified as avirulent or virulent according to the ability of
hemagglutinin to be activated by endoproteases of the
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respiratory tract only or by proteases from other tissues.
This ability is based on the progressive development of
mutations that lead to the substitution of the normal
amino acids at the point of hemagglutinin hydrolysis by
the other basic amino acids that determine the
amplification of the spectrum of hydrolysis and activation.
Neuraminidase participates in the acquisition of virulence
through its capacity to bind to plasminogen and by
increasing the concentration of activating proteases.
Adaptation to the host, through recognition of the cell
receptor, is another factor determining the virulence and
interspecies transmission of avian strains. From an
epidemiological point of view, viral strains should be
subtyped and the activating capacity of hemagglutinin
should be determined to edentify their degree of virulence.

Key words:Influenza. Virulence factors. Hemagglutinin.
Neuraminidase.

Introduccion

La gripe es una enfermedad viral causada
preferentemente por los virus gripales A y B (virus
influenza A y B) que se presenta anualmente como brotes
epidémicos con una duracién media de 6-8 semanas. La
gripe es una enfermedad considerada como benigna, pero
con alto indice de morbilidad, sobre todo en las edades
extremas de la vida'2.

Las cepas gripales humanas tipo A presentan un
genoma ARN monofoliar segmentado formado por
8 segmentos genéticos de distinto tamafo que codifican un
total de 10-12 proteinas distintas®*. Desde el punto de
vista genético, las cepas gripales presentan una serie de
mutaciones puntuales, inducidas por la presién selectiva
del sistema inmunolégico, que determinan pequenos
cambios antigénicos designados como deriva antigénica
(origen de las epidemias de la gripe). Este fenémeno es en
parte responsable de la necesidad anual de actualizar las
vacunas en cada temporada. Ademads de esto, estos virus
son capaces de intercambiar segmentos genémicos con
otros virus de diferentes especies animales, en un proceso
designado como reasortamiento, produciendo un cambio
antigénico profundo y la aparicién de una cepa con un
subtipo nuevo frente al cual la poblacién humana
generalmente carece de memoria inmunoldgica (origen de
las pandemias de gripe)>°7.

Hasta hace poco tiempo sélo se conocian a nivel
molecular los cambios genéticos que determinaban los
cambios antigénicos; sin embargo, estos cambios no
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siempre podian explicar el comportamiento fenotipico
(virulencia) de una determinada cepa gripal. La mayoria
de estudios realizados basicamente en cepas gripales
aviares, parecen indicar que la virulencia, definida como
la capacidad comparativa de una cepa gripal para causar
enfermedad a un determinado huésped®, es un fenémeno
poligénico. Sin embargo, parece demostrado que la
hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA) y, en
especial, los genes que las codifican (genes 4 y 6)
desempenan un papel principal y esencial en la patogenia
viral®!'. Ademas de estas proteinas, recientemente se ha
comprobado como otros genes, y en especial la proteina
PB2 (gen 1) también pueden participar de una forma
indirecta en la patogenicidad de estos virus'2.

Papel patogénico de la hemaglutinina

La HA se designé con este nombre por su capacidad
para aglutinar hematies de diferentes especies animales
mediante su union especifica a los receptores celulares que
contienen Acido sidlico'®. La HA participa en 3 pasos
esenciales del ciclo replicativo del virus gripal: a) fijacién y
unién al receptor (acido sidlico) de la célula huésped;
b) penetracion del virus a través de la membrana celular
(fusidén con la envoltura viral) y llegada al citoplasma
mediante la fusién de la misma con la membrana de la
particula viral endocitada, originando la liberacién de los
nucleocapsides en el citoplasma celular, y ¢) como
antigeno mayor del virus que es expuesto en la superficie
de las células infectadas, siendo el principal
desencadenante de la produccién de anticuerpos
neutralizantes®.

La HA es una glucoproteina homotrimera (formada por
tres subunidades idénticas unidas de forma no covalente)
codificada por el gen 4 del virus influenza A, que presenta
una secuencia genética de 1.742 a 1.778 nucleétidos, que
produce, tras el proceso de transcripcién, una molécula
polipeptidica de 562 a 566 aminoacidos'. La glucoproteina
HA se presenta en la particula viral en una forma
precursora (HAo) que precisa de una activacién
enzimatica para producir la forma activa. La hidrolisis
enzimatica de la HAo determina un cambio
conformacional y la creacién de un puente disulfuro que
mantiene unidas a las dos partes designadas como
HA1 (47.000 Da y 319-326 aminoacidos) y HA2 (29.000 Da
y 221-222 aminoacidos). Segun el subtipo, el proceso
hidrolitico determina la pérdida de 1-6 aminoacidos*!®
(fig. 1).

La activaciéon proteolitica postranscripcional de la
molécula precursora HAo, que se produce normalmente
por las proteasas del huésped, origina un dominio
fusogénico en el extremo aminoterminal de la subunidad
HAZ2 que favorece la fusién entre la envoltura viral y la
membrana endosomal del huésped. Esta hidrdlisis es, por
lo tanto, un requisito esencial previo para que la
glucoproteina sea capaz de fijarse al receptor celular; por
lo tanto, en el proceso patogénico e inefectivo del virus
local y en su capacidad para desarrollar infecciones
diseminadas'®-8,

Las cepas gripales aviares se clasifican en avirulentas o
poco virulentas, causantes de infecciones exclusivamente
respiratorias, y virulentas o causantes de infecciones

diseminadas con una elevada mortalidad!®!®. Una de las
diferencias entre ellas es el espectro de enzimas capaces
de determinar la hidrélisis proteina. De este modo, las
cepas avirulentas sélo podrian ser hidrolizadas por las
proteasas presentes normalmente en la secrecién del
tracto respiratorio y necesarias en el proceso de
fluidificacién del moco respiratorio. Por el contrario, las
cepas virulentas podrian ser activadas por una gran
variedad de enzimas proteoliticas existentes en diferentes
6rganos o tejidos, permitiendo de este modo la produccién
de infecciones diseminadas, ademas de las respiratorias®.
Estos 2 tipos de cepas se diferencian facilmente en los
cultivos celulares debido a que las cepas virulentas no
precisan de la adiciéon exégena de tripsina al medio de
cultivo para crecer, y son activadas por las proteasas
enddgenas de la célula huésped, mientras que en las cepas
avirulentas es imprescindible su adicidon para conseguir
el aislamiento!6:21:22,

De este modo puede decirse que, en el caso del virus
gripal, el tropismo tisular no estd determinado
exclusivamente por la presencia del receptor celular, lo
cual parece légico debido a que el acido sialico se
encuentra en la superficie de un gran niumero y tipo de
células, sino por la presencia tisular de las enzimas con
capacidad para activar a la glucoproteina HA (méas que
restriccién de receptor seria restriccion de activador
enzimatico)*1821,

Cuando se analiza la secuencia aminoacida de las
diferentes HA se observa que existen dos caracteristicas
estructurales que determinan su capacidad para ser
hidrolizadas: la secuencia aminodcida especifica del punto
de corte y la existente en la vecindad previa al mismo. Los
estudios comparativos entre cepas han demostrado que
las cepas con restricciéon de hidrélisis (avirulentas)
generalmente presentan en la zona previa al punto de
corte una sola arginina (R), mientras que las virulentas
presentan numerosos aminodcidos basicos situados en
esta zona (alcalizacién la secuencia). La mayoria de las
cepas gripales tipo A poseen arginina en el extremo
carboxilo de la subunidad HA1 y una glicina (G) en el
extremo amino de la subunidad HA2, aunque no es
infrecuente que también presenten alguna lisina (K) en
esta posicién??%,

Al analizar la cepa aviar altamente virulenta H5 se ha
observado cémo los aminoacidos prolina (P) y glutamina
(Q) estan localizados muy cerca del extremo carboxilo de

Proteina
de fusion

Punto de hidrélisis enzimatica
(proteasas huésped)

Figura 1. Estructura esquematica de la hemaglutinina (HA) y su proceso de
activacion proteolitico.
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| Punto de corte proteasas |
l
1
| -Prol-Glu—1-2-3-4—Arg-E-T-Arg Gly-L |
Secuencia || R-E-T-R
previa
| Péptido de conexién |
HA, HA,
| Cepa virulenta | | R—K—R—K—T—R|
| (1-2-3-4) | | B-X-B-R | | B = Aminoé&cido basico |

Figura 2. Caracteristica del péptido conexion y punto de corte de la
hemaglutinina (HA) de una cepa de gripe aviar.

TABLA 1. Caracteristicas patogénicas de las cepas aviares
aisladas en un brote de México

Cepa dlzf:ﬁ;ecr;c(i‘z) Secuencia punto de corte de la HA
5/94 1-10 Pro-Gln-Arg-Glu-ThrArg/Gly
12/94 <1 Pro-GIn-Arg-Glu-ThrArg/Gly
11/94 100 Pro-GIn-Arg-Lys-Arg-Lys-ThrArg/Gly
20/95 100 Pro-Gln-Arg-Lys-Arg-Lys-Arg-Lys-ThrArg/Gly

TABLA 2. Emergencia de cepas aviares H5 de alta virulencia
en el modelo experimental

S . Nuamero Alta
ecuencia punto de corte de cepas | virulencia
Pro-Gln-Basico-Glu-Thr-Basico/Gly 9 0
Pro-Gln-Bésico-Bésico-Thr-Basico/Gly 4 3 (75%)
Pro-Gln-Basico-Béasico-Béasico-Basico/Gly 6 5 (84%)

Bésico: aminoécido bésico.

TABLA 3. Emergencia de cepas aviares H7 de alta virulencia
en el modelo experimental

Secuencia punto de corte (I;Ieﬁgel;:; virﬁll:;cia
Pro-Basico-Pro-Basico/Gly 3 0
Pro-Basico-Gly-Bésico/Gly 4 0
Pro-Basico-Thr-Basico/Gly 4 0
Pro-Baésico-Basico-Basico-Basico/Gly 1 1 (100%)

Bésico: aminoacido bésico.

la subunidad HA12627. Entre los aminoacidos Q y G existe
una region designada como “péptido y conexion” (fig. 2)2829,
La secuencia de esta regién puede variar segtn la cepa
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analizada. Asi, todas la cepas avirulentas H5 estudiadas
presentan los mismos aminoacidos en esta zona, con
escasa presencia de los bdsicos, las cepas virulentas
siempre presentan la secuencia B-X-B-R (en la cual B
siempre es un aminoacido béasico). De esta forma, parece
evidente la necesidad inicial de que se produzcan cambios
en los aminoacidos situados antes del punto de corte, con
introduccién por mutacién de los de tipo basico, para que
el cambio conformacional que produzcan facilite y permita
la posterior introduccion de nuevos aminoacidos basicos
en la zona de reconocimiento de las proteasas (punto de
corte)?®31, Por lo tanto, la adquisicién del caracter
virulento de una cepa parece ser un proceso secuencial de
sustitucion de aminoacidos que va facilitando la
aceptacion conformacional de nuevas sustituciones. Con
todos estos cambios se produce un incremento en el
espectro de enzimas proteoliticas (proteasas) con
capacidad para activar a la glucoproteina HA e iniciar el
proceso infectivo®.

Para demostrar la hipétesis de que las cepas gripales
humanas pueden transformarse en altamente virulentas
mediante variaciones en la zona de hidrélisis de la HA se
han introducido experimentalmente aminodacidos basicos
en sus secuencias. Estas cepas mutadas han demostrado
su capacidad para ser hidrolizadas por proteasas
intracelulares y su no dependencia de tripsina exdgena.
Ademés han mantenido su capacidad de crecimiento y
patogenicidad, lo cual demuestra que estas mutaciones
no afectan al comportamiento general de la cepa, sino que
le anaden una caracteristica patogénica nueva sin efecto
deletorio sobre las ya existentes*?0:21:3334 Sin embargo, la
no existencia, al menos conocida, de cepas humanas con
puntos de corte de amplio espectro, parece sugerir la
existencia de algunas caracteristicas estructurales que
dificultan su aparicién o mantenimiento.

La presencia de multiples amino4cidos bésicos en el
punto de corte y los alrededores se caracteriza por una
mayor o elevada eficiencia en la formacién de placas en el
cultivo celular in vitro'*?'. Este fendmeno deriva de la no
necesidad de la adicién externa de tripsina y la utilizacién
eficiente de las endoproteasas celulares. Estudios in vitro
sobre cepas aviares de virulencia variable (tabla 1) han
demostrado cémo la adicidén progresiva de aminoacidos
béasicos en estas zonas incrementa sustancialmente la
eficiencia de placa o de crecimiento in vitro®*?!. Los
estudios experimentales iniciales realizados sobre las
cepas aviares H5 de escasa virulencia demostraron que
aunque su patogenia inicial era la esperada, tras escasos
pases en embriones de pollo producian cepas de elevada
virulencia y mortalidad. Al analizar genéticamente estas
cepas se observé la introduccién de mutaciones puntuales
en los puntos de corte con la aparicién de aminoacidos
basicos?*%¢. Con todo ello puede afirmarse la existencia de
una correlacién entre este fenémeno in vitro (dependiente
de la falta de restriccién hidrolitica) y la mortalidad de
las aves infectadas de forma natural y/o experimental,
confirmando que este proceso mutacional es esencial y
esté obligatoriamente implicado en el grado de virulencia
de las cepas gripales de tipo aviar®’38,

La importancia de estos cambios genéticos
determinando la conversién de una cepa avirulenta a otra
virulencia ha inducido a Swayne et al*** a desarrollar un
modelo experimental en embriones de pollo de 14 dias
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capaz de predecir la emergencia de cepas altamente
virulentas a partir de las aisladas en las aves. De 27 cepas
estudiadas (15 H5y 10 H7) ocho H5 (53%) y una H7 (10%)
presentaron mutaciones puntuales que determinaron el
cambio fenotipico de cepas de baja mortalidad a cepas de
alta mortalidad (75% de muertes en animales inoculados
intravenosamente). En las tablas 2 y 3 se presentan las
caracteristicas de las cepas analizadas. Este modelo
parece ser muy eficaz en la prediccién de las cepas
pertenecientes al subtipo aviar H5 pero presenta
dificultades con otros subtipos considerados de alta
virulencia (H7). Por lo tanto, este modelo puede ser
considerado como poco sensible aunque de elevada
especificidad, dado que las cepas que mutan rapidamente
en el modelo predicen con seguridad el comportamiento de
las cepas in vivo cuando infectan a una comunidad aviar.
El problema radica basicamente en que sélo se prueban
algunas cepas elegidas al azar, mientras que en la
situaciéon de campo las cepas se infectan de forma
simultanea o continua a millones de huéspedes siendo
sometidas a multiples presiones selectivas. Por lo tanto, la
caracterizacién genética y la secuenciacién proteica
constituyen las dos Uinicas herramientas que permiten en
la actualidad establecer el comportamiento fenotipico de
una cepa aviar!82136-38,

Proteasas activadoras de la hemaglutinina

Las enzimas proteoliticas (proteasas) capaces de
hidrolizar a la glucoproteina HA y activarla pueden
clasificarse genéricamente en 2 grupos®*:

Enzimas tipo tripsina

Este grupo esta constituido por enzimas capaces de
hidrolizar HA pertenecientes a cepas avirulentas que
presentan tan s6lo una arginina en el punto de corte de la
glucoproteina, asi como a aquellas HA de cepas virulentas
con presencia de multiples residuos béasicos en el entorno y
punto de corte de la glucoproteina'®22,

La mayoria de las cepas aviares y humanas crecen
6ptimamente en los huevos embrionados de gallina en los
que se ha detectado la presencia una proteasa semejante
al factor Xa de la coagulacién. Este factor o proteasa
pertenece a la familia de la protrombina y es la
responsable de la hidrdlisis de la HA en el liquido
alantoideo, permitiendo al virus influenza replicarse en el
huevo embrionado*!.

Una actividad enzimética semejante se ha descrito en
las células Clara que residen en el epitelio bronquial de las
ratas*?. Este tipo de proteasas no se han podido identificar
todavia en el tracto respiratorio humano y aviar. Las
células Clara no parecen ser muy abundantes en el tracto
respiratorio humano, lo cual hace pensar que su funcién
en el ser humano debe ser poco relevante®®,

Existen diferentes proteasas de origen bacteriano con
capacidad directa o indirecta de activar enzimaticamente
las HA. Asi las proteasas de serina secretadas por algunas
bacterias como S. aureus presentan capacidad para
hidrolizar las HA con una tnica arginina a nivel del punto
de corte tanto in vitro como en los pulmones de ratén*?.
Este fenémeno, junto al de la activacién indirecta de la
NA, podrian explicar la elevada frecuencia de apariciéon de

neumonias después de las infecciones mixtas
bacteria-virus*.

Finalmente, debe mencionarse que aunque la mayoria
de las cepas aviares avirulentas se replican en el intestino
de las aves (reservorio natural) todavia no han podido
identificarse las proteasas fisiolégicas que se encargan de

activar las HA de estas cepas!'®39%,

Enzimas dependientes del calcio

Este grupo esta constituido por proteasas que sélo son
capaces de activar las cepas virulentas con presencia de
numerosos residuos basicos en el entorno y punto de corte
de la glucoproteina HA. Conceptualmente, este grupo debe
ser muy amplio y ampliamente distribuido (ubicuo) debido
a que las cepas virulentas se caracterizan por su
capacidad para infectar la mayoria de érganos y tejidos del
huésped. Estas proteasas parecen localizarse en el
aparato de Golgi de las células eucariotas y se
caracterizan fisiolégicamente por ser dependientes de
calcio y presentar un pH 6ptimo de tipo acido*’. Uno de
los grupos enzimaticos méas estudiados han sido las
endoproteasas subtilisin-relacionadas, como la furina,
codificada genéticamente por el gen fur'®*’. La furina fue
descrita por Stieneke-Grober et al*® como una enzima
ampliamente distribuida en las células eucariotas con
capacidad para hidrolizar las HA de las cepas aviares
virulentas a través del reconocimiento de la secuencia
B-X-B-R. Otra endoproteasa con actividad hidrolitica
sobre cepas virulentas es la designada como PC6 por
Horimoto et al*®. Esta proteasa estd expresada en muchos
tejidos y s6lo es capaz de activar las cepas virulentas con
multiples residuos basicos en la zona de corte hidrolitico

(fig. 3).

Papel patogénico de la neuraminidasa

La glucoproteina NA es un homotetramero (20.000 Da)
formado por un dominio globular que constituye el centro
enzimatico activo y una prolongacién longitudinal que lo
mantiene unido a la envoltura viral. Esta enzima viene
codificada por el gen 6 del virus que presenta una longitud
de unos 1.414 nucleétidos, lo cual determina una
poliproteina de unos 453 residuos aminoacidos®*. La NA
es una enzima (acilneuraminil-hidrolasa) que cataliza e
hidroliza las uniones alfacetésido entre un acido sialico
terminal y wuna D-galactosa o D-galactosamina
adyacentes®. Las principales funciones conocidas de la
NA son la eliminacién de los residuos de acido sidlico de
la HA, HA y superficie celular favoreciendo la liberacién
de las particulas virales y su propagacién y expansién a
otras células (difusién-infeccién)®*>2, También participa en
el transporte del virus a través de la mucina presente en el
tracto respiratorio, permitiendo la llegada del virus a
otras células epiteliales (expansion-infeccion)®*->4,

Estudios recientes, basados en datos previos®®, han
descrito un nuevo mecanismo de virulencia asociado a la
NA de algunas cepas aviares®®. Esta glucoproteina se
uniria y secuestraria al plasminégeno, el precursor de la
plasmina, incrementando la concentracion local de
proteasas. Debido a la ubicuidad del plasminégeno, las
cepas con esta capacidad podrian utilizar la plasmina
presente en cualquier tejido ampliando de este modo el
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Cepas avirulentas

Tripsina-like I —

Tripsinas pulmonares
Factor Xa
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Proteasas-serina
Staphylococcus

Cepas virulentas

aureus

Estafilocinasa

: >
Estreptocinasa |

Plasminégeno-plasmina

-

Figura 3. Factores activadores de la

hemaglutinina (H) y neuraminidasa
(N) de los virus gripales aviares ti-
po A subtipos H5 y HT.

espectro patogénico de la misma (fig. 3). Por lo tanto, la
capacidad de la NA para unirse al plasmindgeno
representa un nuevo factor de virulencia para las cepas
gripales de origen aviar.

Mecanismos de adquisicion de virulencia

Entre las cepas aviares existen subtipos del virus
influenza A reconocidos como virulentos (H5 y H7), y otros
no virulentos o con patogenicidad esperada. En 1993
(Pennsylvania, cepa H5N2) y 1994-1995 (México, cepa
H5N2) se produjeron 2 brotes de gripe aviar
caracterizados por una mortalidad excesiva no
esperada?265758 Kl andlisis genético y de secuencia
aminoacida de las HA de estos brotes y de las cepas
causantes de brotes previos permitieron explicar el motivo
de esta mayor virulencia en estas cepas previamente
consideradas como avirulentas®”®%, Estos estudios
demostraron la importancia de la secuencia aminodcida
del punto de corte enziméatico y del entorno previo al
mismo y como las mutaciones genéticas que determinaban
la sustitucién de los aminodcidos existentes por otros
béasicos eran los verdaderos responsables del cambio de
comportamiento patogénico de la cepa?®58-60,

Parece ya evidente en la actualidad que el incremento
en el espectro de activacidon proteolitico es el principal
factor de virulencia de la glucoproteina HA de las cepas
aviares. Puesto que sélo es necesario un nimero pequeno
y limitado de mutaciones para convertir a una cepa en
virulenta, parece 16gico pensar que el mecanismo esencial
de este cambio sea la introduccién de las mutaciones por
errores de la ARN-polimerasa seguida por la seleccion
natural de las cepas de amplio espectro hidrolitico por sus
ventajas de propagacién y supervivencia en el huésped®!,

El hecho de que las cepas mutantes virulentas puedan
ser seleccionadas rapidamente en los huevos embrionados
de 14 dias de edad pero no en los de 10 dias parece indicar
el posible mecanismo de seleccién. Las cepas virulentas
predominan después de sélo tres pases de una cepa
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avirulenta en los embriones
de 14 dias, indicando una ventaja replicativa selectiva que
favorece su predominio en los huevos méas maduros?36:3962,
Un proceso todavia no aclarado es el del establecimiento
del mecanismo genético que permite la adquisicién de
numerosos residuos bésicos en la zona de corte de la HA.
Perdue et al®® han postulado la posibilidad de una
duplicacién genética de una parte de la regién rica en
purinas existente en el punto de corte. Mientras que Orlich
et al® parecen proponer que un proceso de recombinacién
ARN que originase la insercién del ARN 28S de la célula
huésped o del propio gen viral NP% en una zona situada por
encima y, por lo tanto, en el entorno del punto de corte
produciria la obtencién de HA altamente hidrolizables. Sin
embargo, ninguna de las 2 hipdtesis han podido ser
demostradas o confirmadas en las cepas naturales
analizadas.

Restriccion de huésped

Los diferentes estudios epidemiolégicos y ecologicos han
demostrado que todas las cepas gripales se originan y
mantienen en una poblacién animal concreta: las aves
acuaticas. A partir de ellas, y actuando como reservorio
natural, estas cepas se transmiten a otros grupos
animales (aves domésticas, cerdos, caballos, mamiferos
acudticos) y ser humano'?.

Aunque se producen una frecuente transmision
interespecies entre las cepas aviares y otros grupos
animales, parece existir una importante restriccién de
huésped que delimita biolégicamente este proceso®®. En
términos generales, las cepas aviares no se replican
eficientemente en los seres humanos o en los primates®®7;
de forma analoga, las cepas humanas no crecen en los
4dnades®®%°. Algunos estudios parecian haber demostrado
la necesidad previa de adaptacion de las cepas aviares al
cerdo para posteriormente ser capaces de infectar al ser
humano®’. Sin embargo, el brote epidémico de Hong-Kong
(H5N1) demostro la posibilidad de infeccién directa de las



Reina J. Factores de virulencia y patogenicidad en las cepas gripales (virus influenza tipo A) aviares y humanas

aves al ser humano, a pesar de la posible restriccién
quimica de huésped existente entre las 2 especies®™2,
Todavia no se conocen con exactitud cudles son todos
los factores que establecen de una forma especifica esta
restriccion de huésped, pero si parece claro el papel de las
2 glucoproteinas de superficie (HA y NA) de las cepas
gripales y los diferentes compuestos quimicos que
configuran el receptor celular de las células huéspedes®*.

Hemaglutinina

La HA se constituye como el principal factor limitante del
espectro infectivo de las cepas gripales mientras que es la
encargada del reconocimiento del huésped®*. La
especificidad (y composicién) del receptor celular para las
cepas gripales varia en funcién del origen animal de las
células. En los seres humanos, las cepas gripales reconocen
preferentemente los receptores que contienen
sialiloligosacaridos terminados con un acido N-acetilsialico
unido a una galactosa mediante un enlace de tipo («2,6)
(NeuAca2,6Gal)™ ", Por otro lado, las cepas gripales
aviares y equinas reconocen preferentemente al receptor
formado por un dcido N-acetilsidlico unido a una galactosa
mediante un enlace de tipo («2,3) (NeuAca2,3Gal)™ .

Como consecuencia de ello, las diferentes cepas gripales
infectan diferentes tejidos orgdnicos en las distintas
especies en funcién del predominio y/o presencia de estos
tipos de receptores celulares. Asi, las células del epitelio
respiratorio humano contienen predominantemente restos
de NeuAca2,6Gal’, mientras que en el tracto respiratorio
de los caballos y el tracto intestinal de los patos (en donde
se  replican las cepas aviares) contienen
predominantemente restos de NeuAca2,3Gal’™.
Curiosamente, el tracto respiratorio de los cerdos contiene
ambos tipos de receptores”™, lo cual explica la
susceptibilidad de estos animales, tanto a las cepas
aviares como humanas™7.

Asi pues, uno de los factores que determinan la
susceptibilidad o restriccién de huésped para las cepas
gripales es la presencia de estos restos sidlicos en las
diferentes células y tejidos de una determinada especie
animal. Estas diferencias de especificidad vienen
basicamente determinadas por parte de la cepa gripal, por
la estructura y secuencia de la zona de la HA implicada en
la unién al receptor celular. Asi, la presencia de leucina en
la posicién 226 del subtipo humano H3, en vez de glicina
como contienen las cepas aviares y equinas, le confiere
especificidad para unirse al receptor formado por la
NeuAca2,6Gal™™.

Neuraminidasa

La glucoproteina NA parece desempenar un papel
discriminador en el proceso de restriccion del
huésped®-5269, Asi, una cepa reasortante que contenga
todos los genes de una cepa aviar pero conserve el gen
humano de la NA, no es capaz de crecer en esta especie
animal®. A diferencia de la HA, la restriccién de huésped
(especificidad) impuesta por la NA no parece ser tan
restrictiva y evoluciona de una forma mucho més rapida
adaptandose a la nueva especie animal. Asi, por ejemplo,
la NA N2 aviar que reconoce basicamente el receptor
NeuAca2,3Gal es capaz de adquirir la especificidad
humana (NeuAca2,6Gal) durante su evolucién natural en
cultivos celulares de origen humano™#.

Otras proteinas

Aunque por ahora parece que las 2 glucoproteinas antes
mencionadas (productos de los genes 4 y 6) son las
principales responsables de la especificidad de huésped
para las diferentes cepas gripales, otros genes de estos
virus y sus proteinas podrian estar también directamente
implicados. Asi, algunos estudios experimentales parecen
indicar que la nucleoproteina (NP) desempenaria algin
papel en la restriccién de huésped, aunque sin conocer su
mecanismo de accién®'.

Recientemente, Hatta et al'? han realizado un estudio
sobre las bases moleculares de las cepas aviares altamente
virulentas pertenecientes al subtipo H5N1 causantes del
brote epidémico de Hong-Kong en 1997. Como ya se ha
mencionado, en general las cepas gripales humanas apenas
producen enfermedad cuando se inoculan en los ratones®%;
sin embargo, las cepas H5N1 aisladas en humanos en el
brote epidémico anteriormente mencionado, que se
caracteriz6 por una mortalidad humana del 33% e
incapacidad para la transmisién persona-persona producian
una elevada mortalidad en este modelo experimental®.
Analizando molecularmente las cepas H5N1 de alta
virulencia y las de baja virulencia se comprobd la existencia
de pequenas variaciones en la secuencia aminodacida de la
proteina PB2128¢,

La proteina PB2 forma parte junto a la PB1 y PA del
complejo transcripcional de los virus gripales. Esta
codificada por el gen 1 (2.341 nucledtidos) y corresponde a
una proteina de unos 759 aminodcidos (85.700 Da)?*. Los
analisis moleculares han observado 2 cambios entre las
PB2 de las cepas de alta y baja virulencia; asi: a) la
sustitucién de una serina por una isoleucina en la posicion
227 determina una reduccién significativa de la virulencia
de la cepa, y b) la sustitucién de una lisina por un acido
glutdmico en la posiciéon 627 determina un incremento
significativo de la virulencia del modelo murino. Por lo
tanto, las cepas de alta virulencia se caracterizarian por
presentar en la PB2 una isoleucina en la posicién 227 y un
acido glutamico en la posicién 627. Sin embargo, estos
cambios, debidos a mutaciones puntuales, no son
suficientes para modificar el comportamiento fenotipico de
una cepa y deben ir siempre acompanados de las
mutaciones ya descritas en el punto de corte y vecindad de
la glucoproteina HA que le determinan una ampliacién
en el espectro hidrolitico de la misma'?.

En definitiva, y a la vista de los conocimientos
moleculares, los laboratorios dedicados a la gripe van a
tener no s6lo que encargarse de la caracterizacion
antigénica (tipado y subtipado) de las cepas aisladas, sino
determinar su fenotipo o virulencia. Este ultimo aspecto
puede evaluarse provisionalmente a través de la
demostracién de la capacidad de crecimiento en cultivos
celulares de una cepa gripal en ausencia de la adicién
externa de tripsina al medio de cultivo. Aunque la
demostraciéon definitiva del grado de virulencia requiere la
secuenciacién genética (gen 4) o amino4cida
(glucoproteina HA) de los factores de virulencia
implicados en este proceso.
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