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RESUMEN

La enfermedad por virus de la Influenza, es uno de los eventos epidemioldgicos que afio tras afio,
genera gran interés en salud publica debido a su facil propagacion entre los seres humanos. Es
causada principalmente por el virus de la Influenza A (H1N1), un virus de la familia
Orthomyxoviridae que tiene su material genético de tipo ARN segmentado de carga negativa, el
cual esta dividido en ocho segmentos que codifican las distintas proteinas que conforman la
estructura y funcionamiento del virus. Es caracterizada por presentar sintomatologia respiratoria

comun como tos, fiebre, adinamia, rinorrea y cefalea.

Esta investigacion tuvo como objetivo la generacién de acoplamiento molecular entre una
molécula ligando capaz de bloquear la accion de la enzima ARN polimerasa dependiente de
ARN (RdRp) conformada por las proteinas PB1, PB2 y PA, para poder evitar la replicacion del
virus. Para esto fue necesario determinar las secuencias de aminoacidos conservadas de las
proteinas PB1, PB2 y PA, obtenidas en bases de datos del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica-NCBI, las cuales se alinearon, analizaron y acoplaron con 5 ligandos por medio

de herramientas bioinformaticas como Muscle, Unipro Ugene, AutoDock Vina, entre otros.

Los resultados de este estudio arrojaron que la enzima RdRp, presenta una alta conservacién en
su conformacion de aminoacidos, con porcentajes de 95,5%, 93,9% y 96,0%. Ademas de ello, se
logro determinar que el derivado 5,6-difenil-N-piperidin-1-ilpirazina-2-carboxamida es un
ligando Optimo para hacer el docking, con una afinidad de -8.0, -7,9 y -8,6 Kcal/mol
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respectivamente con las proteinas PB1, PB2 y PA. Se logra concluir que es posible generar
acoplamiento molecular en las proteinas que conforman la enzima RdRp del virus de la Influenza
A (H1IN1), con ligandos andlogos del antiviral favipiravir; en miras de un futuro estudio
experimental para lograr un farmaco para el tratamiento antiviral de la enfermedad por virus de
la Influenza A (HIN1).

Palabras clave: Influenza, virus, docking, receptor, ligando, bioinformatica.
Estudiantes: Jairo Andrés Ayala Garcia, Paula Andrea Malagdén Osorio

Docente: Bs. Esp. Mauricio Humberto Rodriguez Panduro- Universidad Colegio Mayor de

Cundinamarca

13



INTRODUCCION

La enfermedad por virus de la Influenza, es uno de los eventos epidemioldgicos que afio tras afo,
genera gran interés en salud publica debido a su fécil propagacion entre los seres humanos.
Afecta principalmente el sistema respiratorio manifestdndose con tos, rinorrea, faringitis,
expectoracion, astenia y cefalea; en una fase avanzada puede intervenir en el sistema
gastrointestinal causando diarrea, vomito, fiebre y nauseas.** Ha sido una enfermedad que ha
marcado la historia por su alta diseminacion y transmisibilidad, causando pandemias como la
‘gripe espanola’ en 1918, la Influenza asidtica en 1957, la ‘gripe de Hong Kong’ en 1968 y la
més reciente la ‘gripe porcina’ en 2009;* por lo que este proyecto pretende ser una herramienta
académico-informativa concerniente al virus de la Influenza A (H1N1), pues produce una
enfermedad de comportamiento epidemiolégico lo que hace que sea de gran interés en salud
publica por su facil diseminacion, siendo Suramérica un gran foco de transmision debido a los

altos indices de migracion entre paises.?

La enfermedad por virus de la Influenza es causada en su mayoria por el virus de la Influenza A
(HIN1) el cual es un virus de la familia Orthomyxoviridae, tiene material genético de tipo ARN
segmentado de carga negativa, el cual estd dividido en ocho segmentos que codifican las
distintas proteinas estructurales (PB1, PB2, PA, hemaglutinina, nucleoproteina, neuraminidasa,
M1y M2) y no estructurales (NS1 y NS2),2%?! permitiendo la conformacién de la capside viral y
la replicacion del virus. Para la replicacion del virus, por su naturaleza genética es indispensable
la expresion y funcionamiento de la enzima ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp); la
cual es codificada por los segmentos 1, 2 y 3 del virus de la Influenza A (HIN1).*

Los procedimientos para el desarrollo de esta investigacion se fundamentan en el uso de
herramientas bioinforméticas como Muscle, Unipro Ugene, AutoDock Tools, AutoDock Vina y
Discovery Studio, para demostrar el porcentaje de conservacion de secuencias de aminoacidos de
la enzima RdRp del virus de la Influenza A (H1IN1) y de esta manera se pueda establecer una
clasificacion de conservacion en: altamente conservada (95- 100%), conservada (80-95%),
variable (30-80%) y altamente variable (0-30%).”®¢ Adicional a ello, para lograr visualizar las

posibles interacciones ligando (molécula farmacoldgica) - receptor (proteinas de la enzima RdRp
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del virus), buscando la interaccion con mayor afinidad para tener una alternativa farmacoldgica

que bloquee la replicacién del virus de la Influenza A (HIN1).%%%

El desarrollo de esta investigacion inicia con una recopilacion historica de la Influenza en
Suramérica; seguido de la caracterizacion del virus de la Influenza como agente infeccioso, su
composicién estructural y genomica, su fisiologia molecular y el ciclo replicativo. Posterior a
esto, se brinda una vision de aspectos clinicos de la enfermedad, asi como de la respuesta
inmune, en la que se esclarece la forma de como el virus de la Influenza interviene en la evasion
de esta respuesta cuando se presentan cambios genéticos y su diagnostico. También se dispone
una actualizacion de datos en vacunas y antivirales vigentes para el tratamiento de la enfermedad

por virus de la Influenza, estipuladas desde el Centro de Control de Enfermedades- CDC. %23

La metodologia utilizada en esta investigacion es de tipo bioinformatico descriptivo, pues el
analisis de estos resultados responden a una identificacion y comparacion de secuencias
conservadas del virus de la Influenza A (H1N1) de los afios 2000 a 2017 en el continente
suramericano, con el fin de identificar compuestos antivirales que actlen sobre estas secuencias
conservadas que potencialmente inhiban la accion de la enzima RdRp en la replicacién del virus
de la Influenza A (H1N1) y asi poder disminuir el impacto epidemioldgico que la Influenza
conlleva. Esto es posible gracias a herramientas bioinformaticas que permiten la visualizacion de
las alineaciones mdltiples, asi como el reconocimiento de las posibles interacciones que estos
compuestos antivirales tengan con las proteinas que conforman la enzima RdRp del virus de la
Influenza A (HIN1).”*%" Por lo tanto, esta investigacion se basé en el anélisis de secuencias de
los segmentos conservados de la enzima ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), con la
finalidad de generar una alternativa farmacoldgica hacia el tratamiento de la Influenza, por
medio de una propuesta de docking molecular con una molécula de uso farmacol6gico que pueda
bloquear la accién de esta enzima, por medio del andlisis bioinformatico de las proteinas PB1,
PB2y PA del virus de la Influenza A(HIN1).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Generar un acoplamiento molecular en la enzima RdRp del virus de la Influenza A (HLN1) a
partir del anélisis bioinformético de secuencias de aminoacidos de las proteinas PB1, PB2 y PA,

reportadas en la base de datos del NCBI en Suramérica entre el periodo 2000 a 2017.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar las regiones gendmicas conservadas de las proteinas PB1, PB2 y PA del virus

de la Influenza A (H1N1) por medio de herramientas bioinformaticas.

e Determinar ligandos que permitan la interaccion en las secuencias de aminoacidos
conservadas de las proteinas PB1, PB2 y PA del virus de la influenza A (H1N1).

e Establecer las interacciones entre las moléculas ligando y los residuos de aminoacidos de
las proteinas PB1, PB2 y PA del virus de la Influenza A (HIN1).
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1. ANTECEDENTES
La Influenza tiene una gran importancia epidemioldgica debido a su capacidad de diseminacion
entre personas, provocando enfermedad en grandes masas. Se estima que desde el afio 1510 a la
fecha han ocurrido 31 pandemias; entre los afios 1830 a 1833 se logra definir que esta tiene un
comportamiento epidemiologico por lo que se convierte en un foco de estudio. Sin embargo a
partir de 1918 con la ‘gripe espafiola’, se considerd que la enfermedad es de facil expansion y de
altos indices de mortalidad, ya que caus6 la muerte de aproximadamente 40 millones de
personas.?? En afios posteriores el virus de la Influenza presenté una baja virulencia, hasta 1957
con el surgimiento de la gripe asiatica ocasionada por el virus A (H2N2) y la gripe de Hong
Kong en 1968 a causa del virus A (H3N2) , otras epidemias se registraron en Rusia y Europa

durante noviembre y diciembre en los periodos de 1986 a 1989.°

En el afio 2009, el virus de la Influenza A HIN1 reemerge en la poblacion, con la denominacion
de ‘gripe porcina’; con un foco inicial en México en el mes de abril con brotes de enfermedades
respiratorias y aumento en los reportes de hasta 10,262 casos de sindromes respiratorios.® En la
ciudad de Chihuahua informaron una tasa de mortalidad de 0.96 por cada 100,000 habitantes; en
la poblacién vulnerable, mayores de 65 afios y nifios menores de un afio, la mortalidad fue de
130 a 160 muertes por 100.000 habitantes.® La enfermedad por virus de la Influenza se disemin6
a paises latinoamericanos como Peru, donde la enfermedad se extendio a los 24 departamentos.
Se notificaron 1.11 muertes por 100.000 habitantes y la tasa de letalidad fue de 3.09 muertes por

cada 100 casos confirmados.*

En Argentina, en la semana epidemiolégica 31 del afio 2009 se confirmaron 6.768 casos
positivos para el nuevo virus de influenza pandémica A (HIN1)°. En Brasil para junio del mismo
afio se presentaron 2.051 muertes confirmadas por virus de la influenza A (HIN1)°. En Chile
para octubre del 2009 se notificaron 367.041 casos de enfermedad tipo influenza y de estos,
12.252 fueron confirmados por técnicas de biologia molecular y finaliza el afio con incidencia de

enfermedad tipo influenza nacional de 2,7 por 100.000 habitantes’®

El dltimo reporte de la OPS/OMS de actualizacion regional de Influenza, para la semana
epidemioldgica del 6 a 19 de febrero 2019 en Suramérica, para Bolivia el 0,20% de los casos de
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hospitalizacion por Infeccion Respiratoria Aguda Grave (IRAG), eran positivos para Influenza.
Para Ecuador la actividad de la Influenza disminuyd y permanecid sobre el umbral estacional,
con un porcentaje menor del 5% de muestras positivas de los casos reportados por IRAG. En
Chile el 40% de casos de IRAG reportados eran positivos para Influenza, con un reporte de
muestras positivas de <5% en <100 casos reportados.” En Argentina durante la semana
epidemioldgica 3, la Influenza disminuy6 en comparacidén con semanas anteriores, con un bajo
porcentaje de muestras positivas para Influenza, dando el 2% en 200 casos estudiados. En Brasil
durante la semana epidemioldgica 6, se detectd un descenso de los casos positivos para Influenza

a menos de 50.

Para el reporte de la Direccion de Epidemiologia y Demografia del Ministerio de salud de
Colombia actualizado en junio del 2018, los casos de enfermedades respiratorias son frecuentes.
Durante el afio 2017 se notificaron 6.955.075 de consultas médicas y urgencias por IRAG y
244.143 hospitalizaciones con el mismo diagnostico. Del 32.6% de las muestras positivas de los
pacientes hospitalizados y ambulatorios (4.110/12.610), el 19.7 % eran positivas para virus de la
Influenza y el 1.7% de las muestras eran positivas para Influenza A(H1N1). En la semana
epidemioldgica 4 del 2019, de aproximadamente 100 casos que se han reportado, el 10% de estos
han sido positivos para Influenza A (HIN1).?

El virus de la influenza A (H1N1) es el agente patdgeno que causa la Influenza, una enfermedad
de gran importancia en salud publica. Es uno de los virus que pertenece a la familia
Orthomyxoviridae, el cual segun la clasificacion Baltimore pertenece al grupo V. Se caracteriza
por tener ARN de cadena sencilla de caracter negativo y su material gendémico esta dividido en
ocho segmentos que codifican para diez proteinas, ocho de ellas son proteinas estructurales: la
polimerasa basica 1 (PB1), polimerasa basica 2 (PB2), polimerasa acida (PA), hemaglutinina
(HA), nucleoproteina (NP) y neuraminidasa (NA); y dos de ellas son proteinas no estructurales
(NS1, NS2). La secuenciacion de estos segmentos es lo que permite ordenar los aminoacidos de

estas proteinas en cadenas * para su posterior analisis.

Para la generacion de proteinas estructurales y no estructurales del virus de la Influenza A

(HIN1), cada segmento del material genomico es el encargado de codificar una ellas; el
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segmento uno codifica la proteina polimerasa basica 2 (PB2) encargada de la iniciacion de la
transcripcion. El segmento dos codifica la proteina polimerasa bésica 1 (PB1), encargada de la
elongacion del ARN. EI segmento tres codifica la proteina polimerasa &cida (PA), encargada de
la finalizacion de la actividad proteasa, junto a las dos proteinas anteriores.? Estas tres proteinas
se conocen con el nombre de ‘complejo de la polimerasa o transcriptasa viral’ la cual es
importante para la replicacion del virus. El segmento cuatro codifica la proteina hemaglutinina
(HA), caracterizada por ser una proteina de fusion al encargarse de la union al receptor galactosa
del acido sialico de la célula, lo que le da el caracter antigénico al virus. ElI segmento cinco
codifica la proteina NP o nucleoproteina viral, encargada de la union del complejo transcriptasa
y el transporte de este al nucleo celular. El segmento seis codifica la proteina neuroaminidasa
(NA), cuya funcion es inmunogénica y promueve la liberacion del virus. El segmento siete
codifica las proteinas M1 y M2, las cuales se encargan de la fusiébn de membranas, siendo la
proteina M2 la encargada de permitir la apertura de los canales iénicos de la célula. Por Gltimo,
el segmento ocho codifica las dos proteinas no estructurales del virus, NS1 y NS2, las cuales se
encargan de la exportacion o el transporte de ARN celular.?

Los virus de la Influenza se identifican en cinco géneros: Influenza A, influenza B, influenza C,
Thogotovirus e Isavirus, estos evolucionan al tener cambios genéticos debido dos fenémenos:
shift antigenico, que consiste en el reordenamiento genético del virus debido a su genoma
segmentado que da nuevos subtipos de virus y drift antigénico, que consiste en la mutacién de
los segmentos gendmicos 4 y 6, que codifican para las proteinas hemaglutinina vy
neuroaminidasa respectivamente; generando un cambio de aminoacidos y por ende un cambio
conformacional y estructural para modificar el sitio antigénico de la glicoproteina y teniendo
como resultado la modificacion del antigeno resultante haciendo que la variabilidad antigénico
del virus aumente. Este proceso le otorga al virus resistencia antivirales como zanamivir y
peramivir , que son conocidas por su interaccién con la neuraminidasa del virus de la Influenza™
lo que dificulta el tratamiento de la enfermedad con estos antrivirales. Esto promueve la
busqueda de alternativas farmacoldgicas para el tratamiento de la enfermedad, buscando
receptores con un blanco molecular o diana farmacoldgica conservada, gracias a la

bioinformética que permite investigar un mejor blanco para el farmaco a través del alineamiento
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de secuencias y el docking molecular, se podria proponer y encontrar un mejor receptor para las

sustancias y compuestos en investigacion.

El analisis de secuencias y la relacion entre las mismas se puede hacer con diversos modelos
analiticos como la inferencia de filogenias con métodos computacionales, el cual tiene muchas
aplicaciones importantes en medicina, biologia e investigacion, el descubrimiento de farmacos y
la biologia de la conservacién. *? El analisis de la conservacion genética en organismos vivos se
realiza por medio de la alineacion de nucleétidos o aminoécidos, en donde las secuencias se
organizan en una matriz que se fundamenta en la creacién de columnas de manera homdloga,
con una posicion primaria original para comparar las secuencias resultantes en sitios conservados

y variables.

La comparacion de secuencias permite identificar posiciones homologas y regiones variables,
con la ayuda de dos formatos en texto plano para representacion de secuencias como el formato
FASTA, que se puede encontrar en todas las bases de datos virtuales. Este formato es
interpretado en programas como Muscle y UniproUgene que permiten una alineacién por
relacion homoéloga y analizar relaciones entre secuencias ***. En el &rea de virologia es de gran
importancia ya que de esta manera, se organizan y analizan las agrupaciones de genomas virales
promoviendo la alimentacion de bases de datos o mediante la reconstruccion de las filogenias
con secuencias de referencia para cada uno de los segmentos *° con el fin de tener un registro
detallado para futuras investigaciones o predicciones de brotes epidemias del virus de la

Influenza A (HLN1) , como factor de importancia a nivel de salud pablica.

La bioinformatica en las ciencias médicas tiene multiples usos, como por ejemplo en la industria
farmacéutica, la cual incursiona en la investigacion de alternativas farmacoldgicas que puedan
servir en el tratamiento de enfermedades; por medio de procesos computacionales que se enfocan
en la generacion y analisis de informacion derivada de estructuras tridimensionales y dinamicas
de proteinas *® Uno de estos procesos se conoce como ‘docking’ cuyo término es usado para los
esquemas computacionales resultantes, que intenta encontrar la mejor coincidencia entre
proteinas y ligandos. Este es un método optimo para la estructuracion, el descubrimiento vy el

disefio de moléculas con potencial farmacoldgico, cuyo objetivo es encontrar el mejor
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acoplamiento entre ligandos.'®*® Esto se logra gracias al uso de bases de datos internacionales,
pues en ellas estd contenida la informacion resultante de procesos experimentales de
secuenciacion genética de distintos agentes, como por ejemplo las herramientas UniGene ',
International Nucleotide Sequence Database Collaboration, GenBank del Centro Nacional para
la Informacion Biotecnologica (NCBI), Banco de Datos de ADN de Japon (DDBJ) y el
Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (EMBL), bases de datos que brindan la oportunidad
de tener un compilado nutrido de informacion genética, cuya utilizacion puede utilizarse con
herramientas bioinformaticas que generan nuevo conocimiento cientifico aplicado a la solucion

de problemas de salud publica.
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1. VIRUS DE LA INFLUENZA

El virus de la influenza hace parte a la familia Orthomyxoviridae, definidos en cinco géneros:
Influenza A, influenza B, influenza C, Thogotovirus e Isavirus. Son de forma esférica, aunque a
veces se pueden encontrar virus de forma pleomorfa o filamentosa y estos pueden medir entre 80

hasta 120nm de diametro (Imagen 1)

Hemaglutinina

Neuromidasa

Condudio iénico M2

Ribonudcopotcina

Imagen 1. Virus de la Influenza con su caracterizacion antigénica. (img tomada de:
https://espanol.cdc.gov/enes/flu/professionals/laboratory/antigenic.htm)

Su genoma es de tipo ARN de cadena sencilla segmentado de carga negativa, que contiene
aproximadamente 13.500 nucledtidos distribuidos en ocho segmentos que estan ubicados en un
intervalo de 890- 2340 nucleétidos y cada segmento codifica para una o dos proteinas **% Hace
parte del grupo V de la clasificacion Baltimore, ya que su genoma al ser una cadena simple de
ARN con carga negativa necesita de una conversion a ARNm de carga positiva para que sea
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posible realizar su proceso de replicacion.?* La respectiva funcién de sus proteinas codificantes

por cada segmentos se pueden observar en la tabla 1.

Tabla 1. Segmentos del virus de la Influenza A, B y C. (Referencias: Real Academia Nacional de
Farmacia. SCIELO)

SEGMENTOS DE 105 VIEUS DE LA INFLUENZA A By C

FROTIINA FEOTEIRNA | FROTENA
SEGMENTO EN EN ) KUMERD DE NUMERD DE

INFLUENZA | INFLUENZA | INFLUENZA | NUCLEDTIDOS | AMINOACIDOS FUNCION
A B €
Es Ia proteina de unidén a la regidn 5°cap del ARNm.
1 FE? FEI Fl 2370 759 Determina ln iniciacidn de la transeripeion v hace parte del

complejo pokmerasa vy de Ia conformacion de la enzima
R.dEp.

Es b proteina que tiene actividad en la elongacidn o b
2 FBl PE2 B2 2341 757 polimenzacion v hace parte del complejo polimerasa ¥ de
b conformacin de b enzima RdRp.

Es b proteina que tiene actmidad en la replicacidn con
3 Pa Ba B3 21 716 actividad proteclitica ¥ hace parte del complejo polimerasa
v de 13 conformacidn de la enzima RdRp.

Es una proteina de funcidn encargada de la unidn al

4 HA HA HE 1757 Ertre 566 |receptor celular, siendo  altamente anticénica e
HNMMOoEEca
5 NP NP NP 1540 198 Es una mucleoproteina de unidn al ARN. Permite el

transporte del complkjo polmerasa al nieleo celular.

Es wna proteina que proumeve la Hberacion del vins y se

- il
€ NA NA-NB M 1392 Eutre 454 caracteriza por su anfizenicidad e inmunogenicidad.
- Es b proteina mas sbundante del virns encargada de ha
7 Ml Ml Nl 1003 32 nnion de b muckeocdpside a la membrana
Es Ia proteina encargada de la fision de membranas gracias
7 il
M M2 N2 i % a b apertura de canales inicos
Es L proteina encargada de hacer el empalme v Iy
N5l NSl - 868 Ertre 230 | tradvoceidn Modula la expresion génica ¥ es considerada
B nna proteina anti interferdn.
52 NS i 395 191 Es Ia proteina encarpada de exportar el ARN de Ia

mucleocapside.

PB: Polimerasa Basica. PA: Polimerasa Acida. HA: Hemaglutinina. NP: Nucleoproteina. NA: Neuraminidasa. M: Membrana.
NS: No estructural.

Los virus de la Influenza A y B tienen en comun su afectacién a los seres humanos, los cuales
causan epidemias estacionales de la enfermedad durante las temporadas de baja temperatura. Las
infecciones de influenza tipo C causan generalmente una enfermedad respiratoria leve y no se
considera que desencadenen epidemias. Los virus de influenza D afectan principalmente al

ganado y no se cree que puedan causar infecciones o enfermedades en los seres humanos. ** Su
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genoma es segmentado y codifica para distintas proteinas como se puede observar en la tabla 1.
Los virus de la Influenza tipos A y B tienen 8 segmentos gendmicos a diferencia del virus tipo C

que tiene 7 segmentos gendmicos.

La nomenclatura para los virus de la Influenza fue publicada y adoptada en el boletin
informativo de la Organizacion Mundial de la Salud en el afio 1980 58(4):585-591 (1980)

teniendo en cuenta los siguientes componentes *’

e Eltipo antigénico: A,BoC

e El hospedador de origen: Porcino, equino, aviar, etc. Teniendo en cuenta que no hay
hospedador de origen para los virus de origen humano)

e El origen geografico

e Elndmero de la cepa

e Elafio de aislamiento

e Para los virus de la Influenza A, se describe en paréntesis los antigenos H
(hemaglutinina) y N (neuraminidasa) acompafiado del nimero de H o N que corresponda,
por ejemplo, A (HIN1)

2.2. HISTORIA DE LA INFLUENZA

La Influenza ha sido de las enfermedades méas importantes de la historia de la humanidad, pues
su potencial epidemioldgico ha generado pandemias mortales de dificil manejo, lo que la
convierte en una enfermedad de gran interés en salud publica. Comenzé en la primavera en Rusia
en lo que se extendio por toda Europa en 6 meses y se expandid en todo el mundo en 3 afios, con
tasas altas de mortalidad no especificas. En 1781 se data una segunda pandemia originaria en
China en la época de otofio; la cual se disemind a Rusia y extensivamente hacia toda Europa
durante 8 meses. Se determind que esta pandemia tenia una alta tasa de infectividad y
extensibilidad que llegd a América del Norte en los primeros meses de infeccién afectando

principalmente a los adultos jovenes y se estimo que diariamente en San Petersburgo hubo
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30.000 infectados, méas del 50% de la poblacion el Roma se enfermd y hubo un gran indice de

afectados en la Gran Bretafa hasta el afio 1783.

Entre los afios 1830 a 1833 se determind una pandemia, que los autores hoy en dia asocian su
gravedad a la pandemia espafiola de 1918. La pandemia comenzé en el invierno de 1830 en
China, desde donde se extendid hacia el sur por mar para llegar a Filipinas, India e Indonesia, y
atravesar Rusia hacia Europa; posteriormente se produjo una expansion a Norteamérica, teniendo

en este lapso una infectividad de alrededor del 20 al 25% de la poblacion.

Entre los afios 1918 y 1920 se produjo una devastadora pandemia que generdé una mortalidad en
maés del 25% de la poblacion mundial y afecté a los 5 continentes. lo que la convierte en la
pandemia mas documentada de la historia. Su origen es desconocido, aunque hay autores que
afirman que tuvo su origen en los Estados Unidos, mas especificamente en el Estado de Carolina

del Sur y en una prision de San Quentin en 1918, por lo que se ha podido hacer seguimiento.

Se dice que la infeccion se disemind a oriente cuando los jovenes vinculados a las bases militares
se disponian a sus entrenamientos para la fuerza naval expedicionaria y la guerra en Europa; y
aunqgue habia algunos casos afectados, permitieron que se embarca una tripulacién en un barco
con destino a depositos militares en la ciudad de Burdeos en Francia en el mes de abril de 1918.
Desde aqui, las infecciones se extendieron a la Fuerza Expedicionaria Britanica (BEF) y otras
fuerzas involucradas en la guerra en abril / mayo de 1918, y en los meses pasados llegaron a
Italia y Espafia %.

Hubo brotes en Alemania y hacia el mes de mayo, hubo extension a la Gran Bretafia
principalmente a las fuerzas militares y a las fuerzas expedicionarias; lo que aqui condujo a que
la principal fuerza expedicionaria britanica fuera vector para la propagacién de la infeccién en
Rusia. La infeccion lleg6 al norte de Africa en mayo de 1918 y describid un circulo alrededor de
Africa para afectar a Bombay y Calcuta y luego a China, Nueva Zelanda y Filipinas en junio de
1918 %. Los grupos humanos mas afectados fueron los adultos entre 20 y 40 afios de edad.
Muchos paises experimentaron la segunda (1918- 1919) y la tercera oleada (1919- 1920) de la
forma de infeccion maés virulenta. Su gran potencial infeccioso se le atribuye a que en la época

no existian vacunas para protegerse de la infeccion, asi como tampoco se sintetizaban
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antibidticos para tratar la coinfeccién bacteriana, lo que hacia que la infeccién por Influenza se

incrementara y las complicaciones secundarias por coinfecciones fueran mas frecuentes.”

Finalizando los afios 20, cientificos lograron aislar virus de los cerdos siendo los principios de la
investigacion por Influenza; y fue luego, en el afio 1933 que se logré identificar una cepa
relacionada de un paciente humano. Después de largas investigaciones de la transmisibilidad de
influenza entre cerdos, Richard E. Shope del Instituto Rockefeller de Patologia Comparativa de
Princeton, N.J., fue capaz de demostrar que el virus podia ser transmitido entre cerdos con
material filtrado. Este aporte fue adoptado en Inglaterra, donde en el Instituto Nacional para la
Investigacion Médica en Londres, lograron inocular un aspirado traqueal de ser humano en nariz
de hurones incentivando a la generacion de neumonia. Esto sirvié para que afios después
siguieran las investigaciones acerca de la Influenza en hurones hasta el afio 1940, que fue el afio
en el que se descubrio que el virus de la influenza puede desarrollarse en la membrana allantoica
de huevos de pollo. Esto produjo que se descubriera la capacidad que tenia el virus de hacer
conglomerados de glébulos rojos (hemaglutinacion). Este descubrimiento abrié paso al campo
investigativo que promovio la creacion de vacunas inactivadas para evaluar la capacidad

inmunoldgica que debia generar.

En el afio 1957, la humanidad volvid a estar alerta acerca la gran enfermedad contagiosa a
expensas del virus de la influenza; teniendo como origen Yunan en China en el mes de febrero
de 1957. Fue una infeccion altamente contagiosa que en pocos meses se disemind hasta Hong
Kong, pasando por Taiwan, Singapur y Japon. En este punto, la Organizacion mundial de la
Salud (OMS) determind la alta infectividad de este agente infeccioso y debido a las
diseminaciones que tuvo en el continente asiatico, se pudo dilucidar que este virus tenia un
comportamiento estacional, ya que en el periodo en el que la enfermedad llegé a Japon se
encontraba en invierno, lo cual iba a promover la pronta movilizacion del virus en estaciones
invernales en todo el mundo. Se calcula que afecté entre un 40 y 50% a las personas, de las
cuales un 30% tuvieron indice de morbilidad; teniendo como grupos etarios principales los

jévenes y los adultos mayores, teniendo una mortalidad compilada de 1 millon de personas
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En el afio 2009 emergio6 la enfermedad por virus de la Influenza, que se le denominé la ‘gripe
porcina’; caracterizada por tener una sintomatologia a nivel respiratorio, de facil propagacion y
con pronta evolucion a neumonia. Segun los expertos afirman que el primer paciente fue
proveniente de la ciudad de Oaxaca, quien ingresé en la primera semana del mes de abril; pero
no fue hasta el mediados de mes que ingresaron dos nifios a un hospital de California con
sintomatologia respiratoria como tos, rinorrea, cefalea y dolor toracico.”® Se realizé la respectiva
toma de muestra de estos pacientes , en lo que se evidencio que se trataba de un virus de
Influenza A negativo de los subtipos conocidos HIN1, H3N2 y H5N1, por lo que se enviaron a
los Centros para el Control de Enfermedades en Atlanta %, se determiné que este virus tiene 5
segmentos uno de tipo humano, dos de tipo aviar y dos de origen porcino, ademas de
demostrarse que esta enfermedad tenia transmision de humano a humano, siendo un factor de
suma importancia para los medios de comunicacion que se encargaron de propagar la

informacidn para promover las medidas de prevencidn entre comunidades.

2.3. BIOLOGIA MOLECULAR DEL VIRUS DE LA INFLUENZA A (HIN1)

2.3.1. ENZIMA ARN POLIMERASA DEPENDIENTE DE ARN (RdRp)

En el virus de la Influenza A HINL1 existen tres proteinas que dan lugar a la generacion del
denominado ‘complejo polimerasa viral’, el cual tiene funcion de enzima polimerasa en el
proceso de replicacién y estéd involucrado en el proceso de replicacién como en la transcripcion
de los ARNm. Los segmentos del genoma de ARN viral (ARNV) estan unidos por una enzima
ARN polimerasa heterotrimérica dependiente de ARN (RdRp), formando un complejo de
ribonucleoproteina viral (VRNP). En el vVRNP, los extremos 5 'y 3' del ARNv estan unidos a un
heterotrimero polimerasa, mientras que el resto del ARNv se asocia con la nucleoproteina
oligomérica (NP).** Esta enzima RdRp del virus de la influenza A H1N1, pertenece a la
superfamilia de las polimerasas de acido nucleico dependientes de plantilla, la cual se compone

de tres subunidades que son PB1, PB2 y PA; que cumplen la funcién de enzimas polimerasas en
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el proceso de replicacion y asi como también estan involucradas en la transcripcion de los
ARNM.

El segmento uno del virus de la Influenza esta compuesto por alrededor de 2320 nucle6tidos y
759 aminoécidos, los cuales codifican la proteina bésica 2 o PB2, la cual es la encargada de
generar la iniciacion de la transcripcion al unirse a la region 5° cap del ARNm, mas
especificamente en los residuos Phe-363 y Phe-404 como sitios de interaccién de esta proteina.?
el extremo carboxilo contiene una sefial de localizacion nuclear (NLS) bipartita para el importe
nuclear del citoplasma (localizada en los residuos 678-757)%°

La proteina PB2 estd compuesta de multiples dominios. El tercio N-terminal de PB2 interactia
con PBL1, haciendo contacto principalmente con el pulgar PB1 y la extension C-terminal. Estos
dominios tienen incluidos un dominio medio, un dominio que se une a la region cap, un
enlazador cap 627, un dominio 627 (residuos 535-684) 2’ y un dominio de la sefial de
localizacion nuclear (NLS) en C-terminal. La union entre el enlazador y el dominio cap 627. En
general, la polimerasa puede verse en la imagen 2, como un complejo formado por un nicleo de
polimerasa que consiste en PB1, el dominio C-terminal de PA y la regién N-terminal de PB2 y
los apéndices periféricos flexibles que estdn formados por la endonucleasa PA / P3 y los

dominios de unién a la tapa PB2, enlace medio, 627 y NLS #*

El segmento dos estd compuesto por alrededor de 2341 nucleétidos y 757 aminoacidos, los
cuales codifican la proteina basica 1 o PB1, encargada de la polimerizacion. Se caracteriza por
tener una alta conservacién de secuencias tipicas de la enzima RNA polimerasa dependiente de
RNA o RdRp. Esta proteina en sus extremos N-C terminal interacciona con el ARN,
reconociendo el intermediario de la replicacion en distintas regiones. Esta proteina tiene dos
productos menores: una forma truncada en el extremo N-terminal de PB1 denominada PB1-N40,

que se origina de la iniciacién de la traduccion en el codén 40 AUGS5 / PB1 en el ARNm %

que
interactta con el complejo polimerasa y PB1-F2, un polipéptido corto que influye en la actividad
y la localizacion intracelular de PB1 a través de una interaccion que ocurre en los nicleos de las

células.?®
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La proteina PB1 esté en el centro de la enzima polimerasa y tiene en su estructura los motivos
para pre-A y A-E, los cuales son caracteristicos de las enzimas polimerasas de ARN
dependientes de ARN. PB1 tiene el pliegue candnico de como una mano derecha, que posee
dedos, yemas, la palma y el pulgar, pero con extensiones adicionales en el extremo N y C que
facilitan las interacciones con las subunidades PA / P3 y PB2, respectivamente **. Esta
interaccion es necesaria para la sintesis de ARNv y ARNvc. Esta subunidad esta intercalada por
el dominio endonucleasa N-terminal y el dominio C- terminal de la subunidad PA y PB2. Los
estudios de cristalizacion con PA identificaron que los primeros 15 aminoacidos del término N
de PB1 forman un bucle de interaccién con PA, a través de varios enlaces de hidrégeno e
hidréfobos. EI mismo proceso se generd con PB2, arrojando que 86 aminoacidos del término C
de PBL1 se pliegan en un motivo hélice-bucle-hélice que interactlia estrechamente con el término
N del PB2.?

El segmento tres esta compuesto por alrededor de 2211 nucle6tidos y 716 aminoacidos, los
cuales codifican la proteina acida o PA, la cual tiene accion proteolitica encargada de la
replicacion. Hay estudios que han demostrado que la proteina PA esta involucrada en el
ensamblaje de un complejo de ARN polimerasa viral funcional y también en el ensamblaje y
liberacion de viriones de influenza. 2° Esta proteina también se caracteriza por tener sefiales de
localizacion nuclear (NLS) en su region N-terminal, especificamente en los residuos 1-256, las

cuales permiten dirigir el transporte de la proteina PB1 desde el citoplasma hasta el nticleo. %

La proteina PA es productora de dos fragmentos de 25 y 55 kDa los cuales, estan se conectan
con un enlazador de 20 aminoacidos. EI mayor de estos fragmentos contiene el término C del PA
y esté involucrado en la union del término N del PB1 a través de los residuos 408-412, 617-623,
666673 y 706—-710. EI menor de estos fragmentos pequefio contiene el dominio endonucleasa
N-terminal. La estructura de este dominio es capaz de coordinar Mn 2+ o0 Mg 2+ a través de los
residuos H41, E80, D108, E119 y K134.% Esta subunidad tiene ademés un residuo H510 que

estd inmerso en el secuestro de capuchones virales para contribuir a la union de pre-ARNm.
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2.3.2. HEMAGLUTININA

El segmento cuatro esta compuesto por alrededor de 1757 nucledtidos y aproximadamente 566
aminoacidos, los cuales se encargan de codificar la proteina hemaglutinina (HA); denominada de
esta manera por la capacidad que tiene para aglutinar los eritrocitos. La hemaglutinina tiene una
conformacidn trimérica formada por una region fibrilar, tallo que une a dos regiones globulares,

una grande y otra pequefia. **

Inicialmente se procesa siendo un polipéptido precursor enzimatico de 70 kDa denominado como
HA, que sufre un corte proteolitico por enzimas proteasas del hospedero para generar dos
polipéptidos HA; y HA,, que se unen por un enlace de puente disulfuro *® entre la cisteina 14 de
la cadena HA; y la cisteina 137 de HA, 3 El corte del precursor es de gran importancia, ya que
promueve la activacién del potencial de fusion de membrana y por consiguiente la infectividad.
Posterior a esto se forma una estructura en forma de trimero con un peso molecular de 220 kDa,
con una cabeza globular constituida por hojas p—plegadas antiparalelas, en donde se encuentra el
sitio de unién al receptor de acido sialico. En la regién carboxilo de HA; se genera el glébulo
pequefio que participa en el anclaje de la proteina a la bicapa lipidica del virus y en la regién
amino terminal de HA; se constituye el glébulo grande, zona en la que estan localizados los

sitios de neutralizacion del virus 3

La hemaglutinina contiene un sitio de union al receptor en la punta distal de la membrana, que
tiene en su base una serie de aminoacidos conservados, Tyr-98, Trp-153, His-183 y Tyr-195 y en
sus bordes, tres elementos conservados de estructura secundaria, los bucles 130 y 220 y la hélice
190-0..% La unién con el 4cido sialico se da por principalmente por los enlaces de hidrégeno que
estan presentes en los bucles 130 y 220 de la hemaglutinina. En el caso especifico de la
hemaglutinina H1, los enlaces de hidrogeno con los que se une al acido sialico se forman entre
Lys-222 y el 2-OH, 3-OH de Gal-2 y Asp-225 y 3-OH de Gal-2 y Asp-190 y GIcNAc-3. Hay una
unién de enlaces en GIn-226, la cual se ubica un amperio mas bajo del sitio del receptor aviar, lo
que hace que el carbono 6 hidrofobico del enlace glicosidico se dirija hasta el sitio. Esta
posicion méas baja de GIn-226 en el complejo receptor humano y en HA H1 no ligado parece ser
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una caracteristica especifica de hemaglutinina H1 como resultado de la conformacion del bucle
130.%

2.3.3. NUCLEOPROTEINA

El segmento cinco esta compuesto por alrededor de 1540 nucledtidos y 498 aminoéacidos, los
cuales se encargan de codificar la nucleoproteina fosfoproteina NP, siendo esta la encargada de
del transporte del complejo polimerasa viral al nucleo celular, principalmente interactuando con
la proteina PB2 en el extremo COOH de la nucleoproteina, regulando la fuerza y estabilidad de
este complejo NP-PB2"® La nucleoproteina NP representa un factor de alargamiento que tiene un

papel directo en la estimulacién de la progresividad de la polimerasa *

2.3.4. NEURAMINIDASA

El segmento seis estda compuesto por alrededor de 1392 nucleétidos y aproximadamente 454
aminodcidos, que codifican la proteina neuraminidasa o NA. Esta proteina es la segunda proteina
mas comun, después de la hemaglutinina que también es clasificada de acuerdo con su variedad,
siendo 9 las neuraminidasas conocidas. Estd formada por cabeza y tallo; en la cabeza se
encuentran los cuatro sitios activos de la enzima; el tallo corresponde a la region amino terminal
en donde se encuentran los residuos 73 y 74, en los que se da la interaccion; la region entre los

aminoéacidos 36 al 73 forma el tallo y el resto la cabeza.

En el proceso de replicacion, la neuroaminidasa rompe el acido sidlico en el enlace a-
cetosidico®, en una proteina de 469 aminoacidos de naturaleza transmembranal, con una
pequefia cola citoplasmica en su extremo amino terminal (residuos 1-6), seguida de la region
transmembranal (residuos 7-34) responsable de la translocacién de la proteina.?® Luego se
encuentra una region no estructurada rica en aminoacidos polares (residuos 35-82) que conecta el

ancla de la membrana al dominio catalitico de la neuroaminidasa (residuos 83-469)% .

La neuraminidasa cataliza las uniones glicosidicas con el &cido sialico, accion que interviene en

la liberacion de viriones. Como resultado, se evita que los virus recién ensamblados se unan a la
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superficie celular infectada y se agreguen entre si a través de las interacciones de acido sialico.
En su lugar, se liberan de la célula para infectar nuevas células y propagar la infeccion® - Esta
proteina tiene importantes residuos de aminoacidos los cuales pueden mutar y adquirir al virus

resistencia contra los inhibidores de Neuraminidasa como el oseltalmivir y zanamivir.%°

2.3.5. PROTEINAS M1 Y M2

El segmento siete es el encargado de codificar dos proteinas de membrana, las cuales son M1y
M2. Estas estan compuestas por alrededor de 1005 y 315 nucledtidos y 252 y 96 aminoécidos,
respectivamente. La proteina M1 es la mas abundante; esta ubicada bajo la cubierta lipidica del
virus, recubriendo las ribonucleoproteinas virales. Esta proteina tiene una de sus superficies
cargada positivamente, lo que hace que sea la parte responsable de la unién al ARN, mientras
que su superficie opuesta es hidrofobica y es la responsable de la interaccion con membranas.
Tiene una sefial de localizacion nuclear y aparece en el ndcleo a tiempos tempranos de la
infeccion, donde establece interacciones con el RNA viral, con la NP y con la proteina NS2/NEP
durante el ciclo infectivo. La proteina M2 es una proteina de membrana tetramérica, cada
mondémero unido por puentes disulfuro en la region N-terminal, lo que le confiere la
caracteristica de generar un canal i6nico. Este canal se activa con un bajo pH exterior de 4,5 a 5-
0, generando una permeabilidad selectiva de protones. Esto permite que este canal funcione
como un antiportador que facilita el flujo de salida de los cationes (K™ y Na *) junto con el
influjo de protones. La actividad selectiva del canal i6nico depende del canal i6nico formado por
las cuatro hélices alfa, cuyos residuos con carga polar y Unica estan orientados hacia el canal y
los residuos hidréfobos se dirigen hacia la bicapa lipidica.*> Este canal permite el paso de
protones del endosoma hacia el interior del virion; el cambio de fuerza idnica participa en la

separacion del complejo ribonucleoproteina (RNP) y de M1.%
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2.3.6. PROTEINAS NS1 Y NS2

El segmento ocho es el encargado de codificar dos proteinas no estructurales, NS1 y NS2. Estas
estdn compuestas por alrededor de 868 y 395 nucledtidos y aproximadamente 230 y 121
aminoacidos respectivamente. La proteina NS1 tiene funcion principalmente en el empalme,
transporte y la traduccion del ARN. Puede bloquear la activacion de la proteina quinasa (PKR)
activada por el ARN de doble cadena, lo que genera una regulacion a la baja de la traduccion y
es parte del mecanismo de defensa antiviral celular.”! La protefna NS2 interviene en la
exportacion nuclear del ARN viral actuando como un adaptador entre los complejos de

ribonucleoproteinas virales y la maquinaria de exportacion nuclear de la célula *

2.4. REPLICACION DEL VIRUS

En primera instancia la hemaglutinina tiene una estructura trimérica que forma tres picos
proteicos, que en la membrana del virus esta en mayor proporcion que la neuroaminidasa. La
hemaglutinina se une a receptores celulares que contengan residuos de acido sialico terminales
del tipo 0-2,6 para el caso de las células epiteliales pulmonares humanas, a-2,3, que se
encuentran en células bronquiales de aves y otros casos como el de los cerdos donde las células
de epitelio pulmonar tienen residuos que coexisten como el 0-2,3 y a-2,6 ¥, La hemaglutinina
para su sintesis tiene su precursor HAO formado por dos subunidades, una de ellas denominada
HA1 que posee el dominio de unién al receptor y HA2 que posee el péptido de fusién. En el caso
del ser humano, la union al &cido sialico va a depender del apareamiento que se genere a una
molécula de galactosa por medio de un enlace tipo alfa (o) dado entre el carbono 2 del acido
sidlico y el carbono 6 de la molécula de galactosa. En el caso de las aves, este enlace se da entre

el carbono 3 de la molécula de galactosa.

Posterior a esta union, el virus ingresa a la célula por endocitosis para liberar el material

genético. La hemaglutinina se rompe por accion de proteasas intracelulares que permiten la
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fusion de la envoltura viral con la envoltura del endosoma celular, lo que genera la acidificacion
de la vesicula endocitica *'. Este proceso debe realizarse con un pH entre 5,0 y 6,0 para que de
esta manera se produzcan cambios en HAQ, manteniendo el dominio HA1 y dejando expuesto el
péptido de fusion HA2 para que sea el punto en el que la membrana del endosoma formado y la
membrana viral se conecten. Este pH también permite la apertura de un canal de iones mediado
por la proteina transmembrana M2, lo que promueve que el nucleo del virus se acidifique,
haciendo que la ribonucleoproteina viral (vRNP) presente en la proteina M1 entre al citoplasma
de la célula a infectar. Estas VRNP son respectivamente NP, PB1, PB2 y PA caracterizadas por
tener sefiales de localizacién nuclear (NLS), que les permiten unirse a la maquinaria celular para

poder llegar al nucleo.

Para el proceso de replicacion del virus, existe una ARN polimerasa dependiente de ARN viral
(RdRp) que ayuda a convertir la cadena negativa del ARN inicial a una cadena de carga positiva,
ya que se une a la region ‘mango de sartén’ o pandhandle, que funciona como el promotor de la
transcripcion y el origen de replicacién del genoma *%. Esta RdRp est4 conformada por tres
proteinas virales que son PB1, PB2 y PA. PB2 tiene actividad endonucleasa. Se une a las tapas
metiladas en 5 'de los ARNm celulares y escinde los ARNm celulares' de 10 a 15 nucledtidos 3 ‘a
la estructura cap.* Esta enzima se une a la ARN polimerasa 11 (Pol 11) de la célula mediante la
fosforilacion del dominio de repeticion C- terminal (CTD) en la serina 5, para acceder al ARN

del huésped con extremo naciente para el secuestro de capuchones.

Las subunidades PB2 y PA estan involucradas en el proceso de captura de capuchones que
consiste en la union de PB2 al 50cap de transcripciones nacientes, mientras que PA escinde los
nucleétidos pre-mRNA del anfitrién 10-13 por el flujo de la estructura del cap. La forma de
capuchon se distribuye por formacion de una forma “U” por parte de la RdRp, junto con PB1 que
forma la parte central y la region de unién a la tapa de PB2 y la region que contiene
endonucleasa de PA que forma las porciones superiores. Las subunidades PB2 y PA pueden
sufrir reordenamientos cuando se unen al promotor ARNv “° de esta manera se puede iniciar el

proceso de transcripcion, que se realizara en el nicleo de la célula infectada 2
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El proceso de transcripcién tiene inicio con la adicién de un guanosin trifosfato (GTP) al
extremo 3’ del cebador secuestrado que esta templado por el segundo residuo en la plantilla del
ARNv. Durante la elongacion, esta unién se separa y salen a través de sus respectivos canales de
salida. A medida que la plantilla se introduce en el sitio activo, la NP se separa del ARNv
entrante, se transloca a través de la superficie de la polimerasa y se une a la plantilla de ARNv a
medida que emerge a través del canal de salida de la plantilla. EI cap 5 'se libera del dominio de

unién a cap PB2 cuando la polimerasa entra en el alargamiento.*

El virus utiliza la maquinaria de empalme de la célula huésped para poder expresar las proteinas
M1, M2, NS1y NEP y poder asi ejecutar el proceso de replicacion. NS1 se une a pequefios ARN
nucleares (SNRNAS), especificamente a regiones no codificantes conservadas U6 y otros
componentes de empalme, lo que hace que vuelvan a localizar al nicleo de las células infectadas.
De esta forma, el virus de la Influenza puede inhibir el empalme de los ARNm celulares. **
Luego de esto se podré iniciar la replicacion de cada segmento por medio de los ARNm con
ayuda del complejo de polimerasas virales PB1, PB2 y PA, que seran luego empaquetadas en el
citosol gracias a la ayuda de las proteinas M1, proteinas no estructurales (NEP), la proteina
hemaglutinina, junto con los otros componentes del virus llegan a la membrana celular. Gracias a
la ayuda de la NA que es formada en el reticulo endoplasmatico para luego llegar a la membrana
junto a los otros segmentos virales, con la finalidad de hacer ruptura del &cido sialico de la célula

huésped para evitar la interaccion con la HA y asi liberar el viridn para que este siga infectando.

2.5. ASPECTOS CLINICOS

El virus de la Influenza A, se transmite persona a persona por medio de gotas de saliva generadas
por estornudos, tos 0 por contacto directo con mucosas infectadas por el virus, también la
transmision de la influenza por contacto indirecto puede ocurrir cuando las particulas infecciosas
se depositan en las superficies tactiles, que actian como un vector para la transferencia de la
infeccion *2, En general el cuadro clinico de la Influenza A HIN1 no es diferente a una

enfermedad infecciosa respiratoria con un periodo de incubacién de 2 a 7 dias *, observando
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sintomas comunes como tos, cefalea, astenia, rinorrea, rinitis, faringitis y expectoracion, ademas

de otros sintomas gastrointestinales poco comunes como vémito, diarrea y nauseas **

Los adultos entre 19 a 40 afios pueden contraer la enfermedad, con un cuadro clinico que puede
durar entre 3 a 7 dias con sintomas que incluyen fiebre, rinorrea y tos, esta Ultima con una
posible persistencia de dos semanas, para luego dar resolucion a la enfermedad. Existe poblacion
que es mas vulnerable a adquirir la enfermedad y tener posibles complicaciones, como la
poblacion infantil, adultos  mayores, personas con condiciones asociadas como la
inmunodeficiencia, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), la enfermedad
respiratoria aguda (ERA) y las mujeres embarazadas ya que en el proceso embrionario ocurren
cambios inmunoldgicos lo que hace susceptible a la gestante a contraer la enfermedad; pero estos
casos son de impacto ya que los la mayoria pueden ser letales. En los nifios los cuadros clinicos
respiratorios agudos con sospecha de influenza A HIN1, incluyen sintomas basicos como fiebre
elevada, tos, coriza, odinofagia, dificultad respiratoria, rechazo del alimento, vémitos y diarrea,
ademas decaimiento, somnolencia, cefaleas y mialgias.* Dentro de las complicaciones que
puede traer una infeccién con el virus de influenza A H1N1 en todo tipo de pacientes, se
encuentra la neumonia primaria por Influenza, neumonia bacteriana secundaria, neumonia debida
a patdgenos inusuales o en huéspedes inmunocomprometidos, neumonia grave por influenza
AH1N1, complicaciones neuroldgicas, sindrome de choque tdéxico y exacerbaciones de

enfermedades pulmonares crénicas *’

La neumonia primaria por influenza, ocurre generalmente en pacientes mayores a 45 afios,
asociandose a enfermedades cardiacas y pulmonares, con una mortalidad de 6% de los casos que
ingresan a los hospitales y se presenta con sintomas como disnea extrema, fiebre, tos, incluyen
bronquitis necrotizante, membranas hialinas, edema, e inflamacion intersticial. La neumonia
debida a patdgenos se caracteriza por la resolucion de los sintomas iniciales que tiene el paciente,
pero en 28 dias después tiene neumonia asociada a bacterias de estas los patdgenos mas comunes
son Streptococcus pneumoniae, y Haemophilus influenzae*’, Streptococcus pyogenes, y
Staphylococcus aureus'® Debe sospecharse cuando los sintomas de Influenza han resuelto y
reinicia la fiebre 4 a 14 dias después, asociado a disnea, tos productiva y consolidacion en la

radiografia de torax. En pacientes con inmunosupresion los sintomas son de aparicion mas

36



rapida; en pacientes que no tiene enfermedades asociadas inicialmente, pueden desencadenar
enfermedades respiratorias obstructivas cronicas a causa de la enfermedad por influenza A. La
neumonia grave por Influenza se caracteriza por cambios histopatoldgicos en el pulmén. Se
caracterizan por cuadros bronquiolitis extensas, alveolitis, edema y hemorragia, focal. Los
neumocitos tipo Il son el objetivo principal del virus de la Influenza y las células epiteliales con

antigeno positivo se encuentran proximas a los sitios dafiados. *°

Las posibles complicaciones neuroldgicas por virus de la Influenza A H1N1 se desarrollan
principalmente en poblacion vulnerable, generalmente mostrando cuadros clinicos de encefalitis,
encefalopatia aguda necrotizante y meningitis aséptica; en adultos se presenta hiponatremia
refractaria, somnolencia y alteraciones de la memoria. Esto es producto a la gran cantidad de
productos pro inflamatorios y citocinas generadas a nivel sistémica por la infeccion, aumentando

la permeabilidad de la barrera hematoencefélica. *®

Otras complicaciones por infeccién respiratoria por virus de influenza en nifios pueden ser la
otitis media, traqueobronquitis y complicaciones secundarias como laringotraqueitis,
manifestaciones cardiovasculares, musculares, renales, endocrinas, gastrointestinales, hematicas
y a nivel del sistema nervioso central, en forma de cuadros convulsivos, encefalitis y
encefalopatia y sindrome de Guillain-Barrébronquiolitisen *°. Los otros grupos de pacientes
también presenta complicaciones parecidas, subyacentes a condiciones médicas previas, como lo
son la complicacion de afecciones cardiacas, pulmonares y renales, incluyendo infecciones

secundarias a la enfermedad que pueden provocar, sinusitis y otitis.>>*’

2.6. DIAGNOSTICO

Para un adecuado diagnoéstico de la enfermedad por virus de la Influenza, se debe realizar una
completa anamnesis del paciente, donde se logre establecer una sintomatologia caracteristica por
virus de la Influenza. De la misma manera es de suma importancia un diagnéstico diferencial
entre otros agentes que afectan el tracto respiratorio con sintomas similares como por ejemplo la

enfermedad por virus sincitial respiratorio, Adenovirus, Rhinovirus, Coronavirus,
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Metapneumovirus, entre otros estacionales *°* Las pruebas diagndsticas son una herramienta
que permite diferenciar y direccionar el manejo médico de la Influenza, como por ejemplo con
los medicamentos a utilizar o pruebas adicionales que practicar. Entre estas Ultimas se
encuentran pruebas de deteccion de antigenos, pruebas especializadas como los ensayos
moleculares o pruebas de inmunofluorescencia >*. A nivel de seguimiento salud publica se

utilitza el cultivo celular.

e PRUEBAS RAPIDAS: Son pruebas de deteccion de antigenos del virus de la Influenza,
las cuales ofrecen un resultado en un lapso de 10 a 15 minutos con una sensibilidad y
especificidad entre el 50 al 90%. Es recomendable hacer pruebas confirmatorias con
pruebas moleculares. Estas pruebas usan anticuerpos monoclonales que se dirigen a la
nucleoproteina  viral 'y emplean inmunoensayo enzimatico 0  técnicas
inmunocromatogréaficas (flujo lateral) ** Las muestras empleadas para estas pruebas son
las provenientes de las vias respiratorias altas como los hisopados y lavados
nasofaringeos, nasales o faringeos.

e PRUEBAS MOLECULARES: Aqui se incluyen pruebas moleculares rapidas, las cuales
sirven para la deteccion de éacidos nucleicos con una alta sensibilidad y especificidad
entre el 90 y 95%; estas proporcionan resultados en un lapso de 15 a 30 minutos.
Adicionalmente se puede hacer una prueba de reaccién en cadena de la polimerasa con
retrotranscriptasa (RT-PCR) que ofrece una alta especificidad y sensibilidad, en la que
puede hacer la deteccion del tipo especifico de virus de la Influenza (A o B) asi como
subtipos. Este ensayo consta de tres pasos esenciales: (1) extraccion de ARN viral de
muestras clinicas; (2) Transcripcion inversa de ARN virico a un ADNc monocatenario
usando la enzima transcriptasa inversa; y (3) la amplificacion de los genes blanco, que
incluyen la proteina de matriz M2 y la hemaglutinina, que para la OMS se utilizan los
siguientes cebadores Matriz(M) M30F2/08
ATGAGYCTTYTAACCGAGGTCGAAACG Matriz(M) M264R3/08
TGGACAAANCGTCTACGCTGCAG, esperando unproducto de 244bp>**® PCR esta

acoplada a la deteccion fluorescente de productos de PCR marcados.”® Las muestras
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empleadas en estas pruebas son las provenientes de las vias respiratorias altas como los
hisopados nasofaringeos y nasales.

INMUNOFLUORESCENCIA: Es un tipo de ensayo en el que se detecta un antigeno
viral de Influenza (A o B) por medio de la generacion de un complejo con anticuerpos, el
cual crea una reaccion fluorescente vista con un microscopio especial. Estas pruebas
pueden ser de tipo directo (IFD) o de tipo indirecto (IFI). Este ensayo implica la tincién
directa de las células epiteliales respiratorias derivadas de torundas nasofaringeas o
aspirados nasofaringeos con anticuerpos especificos del virus de la gripe marcados con
fluorescencia seguido de un examen con un microscopio de fluorescencia.*®

ENSAYOS DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION (HAI): Este ensayo busca
la presencia de anticuerpos especificos del virus de la Influenza en el suero del paciente a
evaluar posterior a una vacuna o posterior a una infeccion. Este ensayo se basa en la
capacidad de los anticuerpos especificos de HA para prevenir la union del virus de la
Influenza a los eritrocitos obtenidos de pollo, pavo, humano, caballo o cobayas. La mayor
dilucion de suero que previene la hemaglutinacién completa se denomina titulo de HAI
del suero.®® Gracias a este titulo se puede realizar una cuantificacién de anticuerpos que
permite determinar la relacion antigénica de la cepa correspondiente del virus de la
influenza. Actualmente, la demostracion de titulos HAI postvacunales, que cumplen
ciertos criterios en proporciones fijas de receptores de vacunas, se utiliza en Europa como
base para la aprobacion de la vacuna anual actualizada y en gran parte para la
autorizacion de nuevas vacunas basadas en hemaglutinina. >’

ENSAYOS DE NEUTRALIZACION DEL VIRUS (VN): Este ensayo al igual que el
ensayo de hemaglutinacidn, busca la presencia de anticuerpos séricos especificos contra
el virus de la Influenza. Este enfoque se basa en la capacidad de los anticuerpos
especificos de virus para neutralizar el virus, evitando asi la infeccion viral de las células.
El reciproco de la dilucion de suero mas alta a la cual la infeccion del virus esta
completamente bloqueada se considera el titulo de neutralizacién del virus. 2

CULTIVO: El diagndstico definitivo se logra mediante el aislamiento del virus en cultivo
celular °>°°. Este también es utilizado para la caracterizacién antigénica y genética del

virus de la Influenza. No obstante, no es un método que permita generar seguimiento

39



oportuno a nivel clinico, debido a que sus resultados son proporcionados entre 7 y 10
dias. El aislamiento del virus de la influenza generalmente se realiza en lineas celulares
establecidas, como las celulas de rifién canino Madin Darby (MDCK), A549, linea de
células epiteliales de pulmon de vison (Mv1Lu), células de rifion de mono rhesus (LLC
MK?2) y células de rifion de mono verde de bdfalo (BGMK), lineas celulares primarias,

tales como rifion de mono rhesus (RhMK) o rifién de mono verde africano (AGMK)52’56.

El cultivo puede tratarse 0 no con tripsina, ya que esta ayuda a la internalizacién del
virus en algunas células como las MDCK. Para evaluar resultados luego del tiempo de
incubacion, se puede observar el efecto citopatico que causan el virus de la Influenza A,
teniendo caracteristica como la formacion de una vacuolizacién focal aumentada de las

células, el deterioro celular, seguido de una condicion de CPE avanzada por el

- . 1
desprendimiento de las células del sustrato. 8

2.7. RESPUESTA INMUNE

La infeccion de las células del tracto respiratorio origina la activaciéon de la respuesta inmune
innata o inespecifica y a medida que la infeccién progresa, se produce el despliegue de la
respuesta inmunitaria adaptativa o especifica si la primera fase no logré controlar la infeccion.™®
La respuesta inmune innata en la influenza se da por la liberacién de interleuquinas y
qguimioquinas, las cuales generan una movilizacion de células defensoras al punto de la
infeccion. Estas células son los monocitos, macréfagos, células dendriticas y células natural
killer.

Los macrofagos son células encontradas en los tejidos del cuerpo la cuales pueden reconocer y
destruir patogenos. Ademas, tienen la capacidad de producir proteinas con efectos focales
(enzimas activadores de plasmindgeno, factores activadores de plaquetas, acido nitrico, etc),
citoquinas inflamatorias y quimioatractantes que promueven el reclutamiento celular de
neutrofilos y monocitos que conduce al comienzo y mantenimiento de la inflamacion. Las

células dendriticas son las principales céelulas presentadoras de antigenos (CPA) y las encargadas
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de promover la activacion de células T por la expresion de moléculas co estimuladoras y la
produccion de citoquinas. Son las células que reconocen el virus y se dirigen a nodulos linfaticos

para generar la presentacion antigénica.

Las células natural Killer (NK) son las células capaces de reconocer y destruir células infectadas
con el virus. Esta respuesta puede darse debido a la presencia de receptores membranales como
lo son los receptores tipo toll (TLR) los cuales son TLR3, TLR7, TLR8, RIG-1 Y NALP-3. **
Estos reconocen la particula viral y promueve la estimulacion de mediadores y citoquinas IFN
alfa y beta; estos Gltimos inducen la proliferacion de células T de memoria, evitan la apoptosis de
células T, generan una mayor secrecion de IFN gamma Yy la diferenciacion de las células B a

células plasmaticas y activacion de las células NK.

La respuesta inmune adaptativa es especifica frente a un determinado antigeno y crea memoria.
La accion coordinada de las células T4 o helper, T8 citotdxicas y B efectoras (plasmaticas) seran
las encargadas de eliminar la infeccién y de proteger contra la reinfeccion. ® Los macréfagos y
las células dendriticas se dirigen a los nodulos linfaticos para la presentacion antigénica a los
linfocitos T; posteriormente se producird la diferenciacién a células Th, Thl, Th2 y Thl7,
encargados de la respuesta celular y humoral. En lo que concierne a la respuesta humoral, los
anticuerpos producidos en esta seran Utiles en un reinfeccion o infeccion secundaria, pues en esta
ocasion ya habian anticuerpos anti-H, que impiden la entrada del virus a la célula diana y

anticuerpos anti-N que limitaran la liberacion de particulas virales.

La interaccion del patogeno con la célula presentadora de antigeno- influyen en el balance de
citoquinas inicial de la respuesta inmune innata, determinando el desarrollo de Thl y Th2 y
desplazando la respuesta inmune hacia una respuesta humoral o hacia una respuesta celular
mediada por fagocitos y linfocitos T citotoxicos *°. Las células diferenciadas en Thl son
promotoras de IL-2 e IFN gamma y sirven para la proliferacion de células T CD8+ citotoxicas,
que una vez activadas se dirigen a la localizacién de la infeccion, reconocen células
presentadoras de antigeno cuyo péptido se asocia a MHC-I en su superficie y posteriormente se
eliminan mediante la liberacion de granzima B y perforina. Las células diferenciadas en Th2 son

precedidas por células T CD4+ gracias a un ambiente rico en IL-4. Promueven la activacion de
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las células B para su evolucién a célula plasmatica productora de inmunoglobulinas, unas de baja

afinidad (IgM) y otras que seréan liberadas durante la respuesta inmune secundaria (1gG, IgA e
IgE).

En esta respuesta adaptativa, existe también una subpoblacion diferenciada a partir de la
proliferacion de linfocitos T efectores y linfocitos T virgenes que actuaron en la respuesta
primaria. Se encuentran en un estado de reposo precedido por la declinacion de una poblacién de
celulas hermanas T efectoras. Estas células estaran listas para responder rapida e intensamente a
una respuesta secundaria, pues no tienen muchos requerimientos de activacion. Por ultimo, en
esta respuesta también se encuentran células T reguladoras (T reg) diferenciadas en CD4+
CD25+, que se encargan de modular la respuesta inmune como mecanismo de prevencién de
dafio tisular.®* Ellas pueden inhibir y controlar fases inmunopatolégicas regulando la

proliferacion de células CD4+ y CD8+.

2.8. VACUNAS

Para el afio 2018, el centro de control de enfermedades- CDC ha determinado las vacunas contra
la Influenza en Estados Unidos para la temporada de influenza de la siguiente manera:®?

e Vacunas inactivadas contra la influenza, tetravalente (11\V4), dosis estandar: disponibles
con el nombre comercial Afluria tetravalente, Fluarix Quadrivalent, FluLaval
Quadrivalent y Fluzone Quadrivalent, las cuales contiene 15 pg de antigeno H de cada
vacuna por dosis de 0,5 mL. La primera de estas es recomendada en individuos mayores
de 5 afios de edad.®® El resto de vacunas son recomendadas en individuos de més de 6
meses de edad, siendo su via de entrada a nivel intramuscular.

e Vacuna inactivada contra la influenza, tetravalente (ccllVV4), dosis estandar, a base de
cultivo de células: disponible con el nombre comercial Flucelvax Quadrivalent, la cual
contiene 15 pg de antigeno H en la vacuna por dosis de 0,5 mL.** Es recomendada para

individuos mayores de 4 afios de edad, siendo su via de entrada a nivel intramuscular.
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Vacuna inactivada contra la influenza, tetravalente (11\VV4), dosis estandar, intradérmica:
disponible con el nombre comercial Fluzone Intradermal Quadrivalent, la cual contiene 9
Hg de antigeno H de cada vacuna por dosis de 0,1 mL.%? Es recomendada para individuos
entre 18 a 64 afios de edad, siendo su via de entrada a nivel intramuscular

Vacunas inactivadas contra la influenza, trivalente (11\VV3), dosis estandar: disponibles con
el nombre comercial Afluria y Fluvirin, las cuales contiene 15 pg de antigeno H de cada
vacuna por dosis de 0,5 mL.%? La primera de estas es recomendada en individuos mayores
de 5 afios de edad. La segunda es recomendada en individuos mayores de 4 afios de edad,
siendo su via de entrada a nivel intramuscular

Vacuna inactivada contra la influenza con coadyuvante, trivalente (allV3), dosis
estandar: disponible con el nombre comercial Fluad, la cual contiene 15 pg de antigeno H
de cada vacuna por dosis de 0,5 mL.%? Es recomendada en individuos mayores a 65 afios,
siendo su via de entrada a nivel intramuscular

Vacuna inactivada contra influenza, trivalente (11V3), dosis alta: disponible con el
nombre comercial Fluzone de dosis alta, la cual contiene 60 ug de antigeno de cada
vacuna por dosis de 0,5 mL. Es recomendada para individuos mayores de 65 afios de
edad, siendo su via de entrada a nivel intramuscular

Vacuna recombinada contra la influenza, tetravalente (RIV4): disponible con el nombre
comercial Flublok Quadrivalent, la cual contiene contiene 45 ug de antigeno HE de cada
vacuna por dosis de 0,5 mL.%? Es recomendada para individuos mayores de 18 afios de
edad, siendo su via de entrada a nivel intramuscular

Vacuna recombinada contra la influenza, trivalente (RIV3): disponible con el nombre
comercial Flublok, la cual contiene contiene 45 ug de antigeno HE de cada vacuna por
dosis de 0,5 mL. Es recomendada para individuos mayores de 18 afios de edad, siendo su

via de entrada a nivel intramuscular
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2.9. ANTIVIRALES

Un antiviral es una sustancia quimica que es capaz de inhibir o interrumpir la replicacion del
virus ademas de poder intervenir con sus proteinas estructurales. Dentro de las clases de
antivirales, se encuentran los inhibidores M2, los inhibidores de neuraminidasa y los inhibidores
de la polimerasa ®. EI CDC recomendd los siguientes antivirales para el tratamiento de la

Influenza en el afio 2018:

e Oseltamivir: disponible con el nombre comercial Tamiflu en presentacion oral. Se puede
utilizar como tratamiento sin limite de edad o como quimioprofilaxis en individuos
mayores de 3 meses de edad. Actua para Influenza tipo A y B, inhibiendo selectivamente
la neuraminidasa e interfiriendo en las etapas de agregacion y liberacion de las particulas
virales de las células infectadas ®*. El carboxilato de oseltamivir, es el éster etilico que
presentan evidente analogia estructural con el &cido sialico y a ello se atribuye su
capacidad de sustituir al sustrato natural en el sitio activo de la neuraminidasa. *

e Zanamivir: disponible con el nombre comercial Relenza en presentacién de inhalador. Se
puede utilizar como tratamiento para individuos mayores de 7 afios 0 como
quimioprofilaxis en individuos mayores de 5 afios. Actla para Influenza tipo A y B,
siendo un analogo del &cido sialico. Su eficacia ha sido ampliamente cuestionada,
especialmente en los pacientes con neumonias gripales graves ingresados 66

e Peramivir: disponible con el nombre comercial Rapivab en presentacion inyectable
intravenoso. Se puede utilizar como tratamiento en individuos mayores de 2 afios 0 como
quimioprofilaxis sin limite de edad. Su mecanismo de accién se fundamenta en la
inhibicion de la neuraminidasa a través de un analogo del sitio de unién a esta.

e Amantadina y Rimantidina: actuan en la inhibicion de la descapsidacion virica al
neutralizar el canal iénico de M2 en la acidificacion del interior de la particula virica,
pero no no son recomendados debido a resistencia que ha presentado el virus %’

e Favipiravir: conocido  como  favipiravir  T-705; (6-fluoro-3-hydroxy-2-
pyrazinacarboxamida) y los compuestos relacionados T-1105 y T-1106"°® favipiravir es

un derivado de pirazinacarboxamida por lo que es un miembro de pirazinas y una
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carboxamida primaria. Los estudios experimentales indican que este farmaco actla en las
primeras fases de la replicacion viral, inhibiendo la ARN polimerasa dependiente de
ARN (RdRp)®® .El mecanismo de accién del favipiravir es la inhibicién directa de la
replicacion y transcripcion del genoma viral tipo ARN, a través del bloqueo de la
actividad de la RdRp,®® también se conoce que el favipiravir se convierte en el derivado
de ribofuranosiltrifosfato por las enzimas del huésped e inhibe selectivamente la ARN
polimerasa dependiente de ARN viral ®

2.10. ACOPLAMIENTO O DOCKING MOLECULAR

La bioinformatica es una disciplina que permite la interseccion entre las ciencias de la vida y de
la informacién,®® que proporciona herramientas y recursos para favorecer la investigacion
biomédica. Una de estas herramientas es la bioinformatica estructural la cual permite el analisis,
la caracterizacion y la visualizacion de estructuras proteicas y quimicas ademéas de poder

identificar y estudiar de sus interacciones mediante técnicas computacionales. %

El objetivo de la bioinformatica estructural es establecer interacciones entre estructuras
receptoras y moléculas diana, que sean blanco para brindar soluciones alternativas a tratamientos
para enfermedades, principalmente aquellas que sean ocasionadas por agentes patégenos. La
bioinformatica estructural permite una busqueda virtual de moléculas capaces de unirse a la
estructura receptora o proteina blanco, esperando que esta unién tenga un efecto de inhibicion o
bloqueo, lo que guiara a la generacion de alternativas terapéuticas con la invencion de nuevos
farmacos. Dentro de los métodos mas utilizados para encontrar una interaccion Optima con

97

capacidad de inhibicion, se encuentra el docking . °°, en el que se utilizan algoritmos que

3

funcionan en una matriz tridimensional dependiente de los puntos ‘x’, ‘y’ y ‘z’. Esta tiene
unidades medida dadas en A (Amstrongs), dentro de la cual se realiza una busqueda réapida de
conformaciones que son evaluadas mediante la funcién ‘scoring function’ que les asigna un
puntaje relacionado directamente con su afinidad. Esta es definida como la fuerza de la
interaccion entre dos moléculas que se unen de forma reversible, representada en la energia libre

de Gibbs de un ligando con un receptor, que se representa proporcionalmente en nimeros
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negativos y en las unidades kilocalorias/mol (kcal/mol). La afinidad es importante en el estudio
de nuevos farmacos, ya que de esta depende la capacidad del ligando para producir una respuesta

bioldgica a la unién al receptor y la magnitud cuantitativa de esta respuesta. *

Adicionalmente, el docking permite la comprension de la energia de interaccion electrostética,
enlaces de tipo convencional como los enlaces covalentes y enlaces con otros tipos de energia
como la de Van der Waals. Para ejecutar el docking se utilizan programas como Autodock Tools,
Autodock Vina, HADDOCK vy FlexX, ademas de programas para la visualizacion de las

interacciones resultantes como UniproUgene y PYMOL. ¥/

3. DISENO METODOLOGICO

3.1. UNIVERSO, POBLACION Y MUESTRA

e UNIVERSO: Virus de la Influenza A (H1IN1)
e POBLACION: Proteinas del virus de la Influenza A (HIN1)
e MUESTRA: Proteinas PB1, PB2 y PA del virus de la Influenza A (H1N1)

3.2. HIPOTESIS Y VARIABLES

3.2.1. HIPOTESIS

La enzima RdRp del virus de la influenza AHINL1 en sus proteinas PB1, PB2 y PA, tiene
regiones de aminoacidos altamente conservados. Por lo cual se podria generar un acoplamiento
molecular con compuestos quimicos que actien sobre estos, principalmente aquellos analogos
del farmaco favipiravir, que es usado en el tratamiento de la Influenza, asi como derivados de
compuestos de este mismo farmaco. Para que de esta manera se genere una propuesta alternativa

para el tratamiento de la Influenza.
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3.2.2. VARIABLES
Tabla 2. Variables dependientes e independientes de la investigacion.

VARIABLES DEPENDIENTES VARIABLES INDEPENDIENTES
Porcentaje de similitud Conservacion de las secuencias
Afinidad Sitios de union

Se determinan estas variables para analizar los resultados de la secuenciacion bioinformatica de aminoacidos y el
docking molecula.

3.3. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

3.3.1. TECNICAS

ALINEAMIENTO MULTIPLE DE SECUENCIAS

El alineamiento consiste en situar las secuencias de forma ordenada, con el fin de determinar las
relaciones o diferencias entre ellas ya sea en la identificacion de residuos conservados o mutados
% Con las secuencias obtenidas en la base de datos del NCBI de las proteinas PB1, PB2 y PA del
virus de la Influenza A H1N1 se realizé el proceso de alineamiento por medio del programa
Muscle, en el que se compararon las secuencias mediante la busqueda de patrones de caracteres
comunes y el establecimiento de los residuos de correspondencia entre las secuencias

relacionadas®®
DOCKING MOLECULAR

Se utiliza el programa ‘Autodock Vina’ en el que se determina el acoplamiento molecular y su

® que predicen con una serie de

deteccién virtual por medio de procesos computacionales.
busquedas o ejecuciones independientes, la union no covalente de macromoléculas (receptores) y
una molécula pequefia (ligando) de manera eficiente, con el fin de obtener indicios para nuevos
medicamentos; seleccionando entidades quimicas que se unen fuertemente a los sitios activos de

los objetivos bioldgicamente importantes "
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SELECCION DEL LIGANDO

Con ayuda de la base de datos de farmacos y sustancias activas ‘PubChem’, se realiz6 la
busqueda de compuestos cuyo estructura sea derivado de pirazinacorbazamida. Ademaés se
tomaron las moléculas mas similares que sugiere esta base, con una configuracion similar a

pirazinacorbazamida, con la finalidad del acoplamiento con la enzima RdRp.

SELECCION DEL RECEPTOR

Se tiene en cuenta que las moleculas receptores sean las proteinas PB1, PB2 y PA que
conforman la enzima RdRp del virus de la Influenza A (HLN1). Se utiliza la base de datos RCSB
PDB- Protein Data Bank, la cual que recolecta y almacena datos y resultados de estudios
investigativos en donde se obtienen proteinas con estructura tridimensional de una
macromolécula, que esta estrechamente relacionada con su funcion y con el disefio de
medicamentos basados en la estructura. A su vez, la estructura proteica determina con cudl
molécula puede interactuar, ya que la forma de la molécula debe complementar la forma del sitio

correspondiente en la proteina. #%
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3.3.2. PROCEDIMIENTOS
e OBTENCION Y ANALISIS DE SECUENCIAS DEL VIRUS DE LA INFLUENZA
A HIN1
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PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION Y ANALISIS DE SECUENCIAS DEL VIRUS DE LA INFLUENZA A HINL

INICIO

!
1. Descargar las secuencias de aminoacidos de las proteinas PBL,
PB2y PA del virus de influenza AHINL en formato FASTA del
banco de datos del NCBI™

J

!

2. Alinear las secuencias de aminoacidos de los segmentos PBL, \
PB2 y PAdel virus de Influgnza AHIN1 en el programa ‘Muscle’, —
con el ejecutador ‘simbolo de sistema’,

J

Insertar el comando -in’, agregando la carpeta con
secuencias formato FASTA; out para la salida de
resultados y en formato de lectura "aln"™71

!
3. Visualizar [as secuencias alineadas abriendo los datos en
formato FASTA con el programa “UNIPRO UGENE", ejecutando la
opcion ‘alineamiento’.

J

!

4, Determinar el porcentaje de conservacion de las secuencias de
aminoacidos con el programa "UNIPRO UGENE".

FIN

e DOCKING MOLECULAR

Sequir la secuencia; options - statistics - percentage
orid
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PROCEDIMIENTO PARA DOCKING MOLECULAR

INICIO

1. Descargar las proteinas ‘2ZTT/PB1-PB2, 4J2R/ PB2 y 5des/ PA, del banco de
datos de proteinas del portal de Investigacion Colaborativa para Bioinformatica
Estructural (RCSB).

{

2. Comprobar la calidad de las estructuras por medio del programa Discovery Studio
Visualizer para la correcion de errores como atomos faltantes, moléculas de agua

Seguir la secuencia: file- select
macromolecule receptor- scripts - selection-

agregadas, ruptura de cadenas, ubicaciones alternativas o moleculas adicionales. 7

'

3. Adecuar el receptor por medio de la adhesion de hidrégenos con el programa

\J

select water molecules and ligands- delete.

Seguir la secuencia: edit- hydrogens- add-

AutoDock Tools; guardandolo en formato ' .pdbgt '.70.71

4. Descargar las moléculas ligando del portal PubChem con la busqueda 'analogo de

polar only.

Seguir la secuencia: ligand- input- open- ligand
selection from PC file- edit- add- hydrogens- all
hydrogens- ligand- torsion tree- detect room-

nucledsido’ y descargarlo en formato 3D en formato 'SDF'.

L

‘5. Insertar el ligando en formato ".pdbgt' en el programa 'AutoDock Tools', siguiendo
la secuencia: grid- macromolecules- open- receptor- set map types. Posteriormente

> choose torsion y guardar en formato ".pdbqt’ ;
en Autodock Tools; previamente habiendo
convertido el formato SDF a PDB por medio de
| Discovery Studio Visualizer siguiendo la
secuecuencia: save as- PDB format. 8

La opcitn 'set map types' revela los mapas a
»| calculary elegir el mejor para hacer

se encierra la molécula en una caja de cuadricula para dimensionar (grid box) 7

acoplamiento y asi modelar posibles enlaces

L

6. Arrastrar el programa AutoDock Vina al receptor de comandos 'simbolo del
sistema’, siguiendo la secuencia de escritura: --config config.txt --log log.txt --out
ligand_out.pdbgt seguido de la ejecucion de este.”™

FIN

4. RESULTADOS

de hidrégeno. 7084

Para el comando .txt es necesario transcribir
las coordenadas finales resultantes del
programa AutoDock Tools en cuanto a las
dimensiones y coordenadas X, y, z, en un bloc
de notas 70

4.1. CONSERVACION DE SECUENCIAS DE AMINOACIDOS DE LOS SEGMENTOS
1,2 Y 3DEL VIRUS DE LA INFLUENZA A (HIN1)

Con ayuda de “Uniprogene” se muestra el porcentaje de similitud en la alineacién que tienen las

secuencias del virus; para lo cual se determin6 que las secuencias altamente conservadas tienen
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un porcentaje de similitud en sus residuos de 95-100%, (color rojo) las que son conservadas un
95-80% (color amarillo), variable 80-30% (color verde) y altamente variable de 30- 0% (color

gris).”®%°

4.1.1. SEGMENTO 1
Tabla 3. Porcentaje de conservacion de secuencias de aminoacidos de la proteina PB2 del virus
de la Influenza A (H1N1). Ver anexo 1.

Tabla 4. Alineacion de aminoacidos de la proteina PB2 del virus de la Influenza A (HIN1). Ver

anexo 2.

En las tablas 3 y 4 (ver anexos 1y 2) se muestra el porcentaje de similitud en la alineacién que
tienen las secuencias de la proteina PB2 del virus de la Influenza A (H1IN1); para lo cual se
determind que las secuencias altamente conservadas tienen un porcentaje de similitud en sus
residuos de 95-100%, (color rojo) las que son conservadas un 95-80% (color amarillo), variable

80-30% (color verde) y altamente variable de 30- 0% (color gris).”®

4.1.2. SEGMENTO 2
Tabla 5. Porcentaje de conservacion de secuencias de aminoécidos de la proteina PB1 del virus
de la Influenza A (H1IN1). Ver anexo 3.

Tabla 6. Alineacion de aminoacidos de la proteina PB1 del virus de la Influenza A (HIN1). Ver

anexo 4.

En las tablas 5 y 6 (ver anexos 3 y 4) se muestra el porcentaje de similitud en la alineacion que
tienen las secuencias de la proteina PB2 del virus de la Influenza A (H1IN1); para lo cual se
determind que las secuencias altamente conservadas tienen un porcentaje de similitud en sus
residuos de 95-100%, (color rojo) las que son conservadas un 95-80% (color amarillo), variable

80-30% (color verde) y altamente variable de 30- 0% (color gris).”®®

52



4.1.3. SEGMENTO 3
Tabla 7. Porcentaje de conservacion de secuencias de aminoacidos de la proteina PA del virus de
la Influenza A (H1N1). Ver anexo 5

Tabla 8. Alineacion de aminoacidos de la proteina PA del virus de la Influenza A (HIN1). Ver

anexo 6

En las tablas 7 y 8 (ver anexos 5 y 6) se muestra el porcentaje de similitud en la alineacién que
tienen las secuencias de la proteina PB2 del virus de la Influenza A (H1IN1); para lo cual se
determind que las secuencias altamente conservadas tienen un porcentaje de similitud en sus
residuos de 95-100%, (color rojo) las que son conservadas un 95-80% (color amarillo), variable

80-30% (color verde) y altamente variable de 30- 0% (color gris).”®®

4.1.4. PROTEINAS PB1, PB2 Y PA
Tabla 9. Porcentaje total de conservacion y variabilidad de las proteinas PB1, PB2 y PA del virus
de la Influenza A (H1N1)

PROTEINA | NUMERO DE | LONGITUD NUMERQ Y NUMERO Y NUMERO Y NUMERO Y
SECUENCIAS PORCENTAJE FPORCENTAJE | PORCENTAJE | PORCENTAJE
ANALIZADAS DE DE DE DE

SECUENCIAS SECUENCIAS | SECUENCIAS | SECUENCIAS
ALTAMENTE | CONSERVADAS | VARIABLES ALTAMENTE
CONSERVADAS VARIABLES
FB1 354 757 723 (95,5%) 30 (3,96%) 4 (0,69%) 0(0%)
aminoacidos
FB2 355 759 713 (93,9%) 39 (5,13%) 5(0,65%) 2 (0,26%)
aminoacidos
PA 361 716 688 (96,0%) 25(3,49% 3(0,41%) 0 (0%)
aminoacidos

Las proteinas con mayor porcentaje de conservacion en sus residuos de aminoacidos fueron la
proteina PB1 y PA, respectivamente con 723 secuencias de aminoacidos equivalente a un 95,5%
de residuos y 688 secuencias equivalente a un 96% de alta conservacion; siendo este un
porcentaje favorable para proponer una molécula farmacoldgica que actle en la intervencion de
la elongacion del virus y en la interaccion con las PA / P3y PB2 ?* | para asi poder intervenir en

la accion de la enzima RdRp.
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4.2. DOCKING MOLECULAR

Tabla 10. Estructuras cristalizadas de las proteinas receptoras del virus de la Influenza A

(HIN1).

Imagen 2.

4J2R [ PB2

Cepa: A/ Puerto Rico /
8/1934 HIN1

Proteina tomada de:
http://www.rcsb.org/structure/
4)2R

Imagen 3.

5DES / PA

Cepa: Swl A / California /
04/2009 HIN1

Proteina tomada de :
https://www.rcsb.org/structure
/5des

Imagen 4.

2ZTT /PB1-PB2

Cepa: A/ Puerto Rico /
8/1934 HIN1

Proteina tomada de:
https://www.rcsb.org/struct
ure/2ztt

Estas proteinas fueron obtenidas gracias al método de difraccion de rayos X. La cristalizacion de
la proteina 4J2R / PB2 fue obtenida por Qiu H et al. en el afio 2015; la cristalizacion de la
proteina 5DES/ PA fue obtenida por Kumar G et al. en el afio 2015 y la cristalizacion de la

proteina 2ZTT/ PB1-PB2 fue obtenida por Sugiyama K et al. en el afio 200892939+

4.2.1. ALINEACION MULTIPLE DE PROTEINAS RECEPTORAS CRISTALIZADAS
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Tabla 11. Secuencias conservadas de la molécula cristalizada 2ZTT / PB1-PB2

A A A A A A AR AR A A A A R A A
Gl R Ef LB D Efafmypr e fefeypwptirfeEfE]F]EF
MM m{m (W w® o m{@{mpn]mw{m{w{m] ] M|B{W (W] H]H
Pl [ S fS [ RPRPEY OIS MV EPAMf Y8 ]R]A
Bl R Ew MRS R R WM
EL L O e[ Rp YO Ef e R ETELRLSLELT]M
0 2 1 O 0

s e Ef LR R

Color rojo: Secuencias altamente conservadas (95% - 100%). Color amarillo: Secuencias conservadas (80% - 95%).

Tabla 12. Secuencias conservadas de la proteina cristalizada 4J2R / PB2

314 315 316 317 318 319 320 321 3N 3% 34 315 326 3 38 3 330 331 332 33 334 335 336
A G L R 5 5 5 F 5 F G G F T F K R T 5 G 5
37 338 339 340 A1 3#2 343 34 45 3 3#7 348 349 350 351 352 353 35 3% 357 358 359
S \ K K £ £ £ L T G i L 0 1 L K R V H £ G
360 361 362 363 364 365 366 367 368 369 370 371 3 i 374 375 376 37 378 N 380 381 382
Y £ E F T M \ 4 R R A T A L R K A T R R L
383 384 385 386 387 388 389 3% 3L 392 393 3% 3% 3% 397 3% 3% 400 401 401 403 404 405
Q L | S G R 0 E Q § E A | A M \ F 5
40 407 408 4 410 411 41 413 414 415 415 1 418 413 420 411 41 403 £04 425 425 417 4
Q E 0 C M K A vV R 6 0 L N F \ N R A Q R L
) 30 431 431 33 3 435 438 437 438 43 447 441 447 L3 444 445 45 - L3 443 450
i P W H q L L R H F Q K 0 A K v L F Q i G
452 454 455 L56 457 458 455 460 461 462 463 464 465 L66 467 u 463 41 41 472 473
£ D N V M G M G L P D [} T P 5 T £ M
5 475 477 478 475 480 481 482 483 L84 485 485 47
L R 4 R V 5 K M G \ i} E

Color rojo: Secuencias altamente conservadas (95% - 100%). Color amarillo: Secuencias conservadas (80% - 95%).

Tabla 13. Secuencias conservadas de la proteina cristalizada 5des / PA
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Color rojo: Secuencias altamente conservadas (95% - 100%). Color amarillo: Secuencias conservadas (80% - 95%).
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Y 1 L O E E 5 B 4 B | K T B L F
177 178 173 D 151 B2 83 [ 85 6 57 68 B3 190 51 192
T I B 0 E M & 5 R 5 L ] O 5 E B
153 54 195 [EE 157 158 153

g S E R B E E |

Tabla 14. Porcentaje de similitud en las secuencias de las proteinas cristalizadas 2ZTT / PB1-

PB2, 4J2R / PB2 y 5des / PA
NUMERO Y - _—
_ NOMERO Y NUMERQ Y
PROTEINA NOMERODE | PORCENTAEDE | pop-enra e | pORCENTATEDE
| SECUENCIAS SECUENCIAS , i
CRISTALIZADA SECUENCIAS SECUENCIAS
ANALIZADAS ALTAMENTE CONSERVADAS |  VARIABLES
CONSERVADAS !
)7TT /PBLPB) 0 78 (93.6%) 5 (64%) -
AR /PB) 156 173 92, 6%) 11(6.3%) 2(11%)
Sdes | PA 199 191 (96.0%) 8 (40%) -

Segln la tabla 11, se puede identificar que las secuencias de aminoécidos de las proteinas
cristalizadas son altamente conservadas, ya que mas del 90% de estas secuencias en cada una de
las 3 proteinas presentan alta conservacion; lo que determina la viabilidad de estas proteinas

como receptores de un posible ligando.

4.2.2. MOLECULAS LIGANDO
Tabla 15. Moléculas obtenidas como potenciales ligandos.
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MOLECULA LIGANDO

INFORMACION

Imagen 5.

PubChem CID :9906800
Férmula Molecular: C22H22N40
Nombre IUPAC : 5,6-difenil-N-piperidin-
1-ilpirazina-2-carboxamida

Imagen 6.

PubCnem Civ 110216596
Férmula Molecular: C22H20CL2N40
Nombre IUPAC : 5,6-bis (4-clorofenil) - N
-piperidin-1-ilpirazina-2-carboxamida

Imagen 7.

PubChem CID :294642
Formula Molecular: CSH5N302
Nombre IUPAC :2-oxo- 1H -pirazina-3-
carboxamida

Imagen 8.

PubChem CID :151823
Férmula Molecular: C5SH5N302
Nombre IUPAC :6-oxo- 1H -pirazina-3-
carboxamida

0
NS QI
Ly LI gq 4 orere
oy L. 0 00
NN c

0

0

0

Imagen 9.

PubChem CID : 84974922
Nombre suministrado por depositante:[1-
(2-amino-7-metil-4-oxo0-7,8-dihidro-3H-

pteridin-6-il)] etil- (4-aminofenil) -1-deoxi-
5- [1-alfa - D- ribofuranosil trifosfato] -D-
ribitol
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En la tabla 12 se pueden observar cinco moléculas ligando obtenidas del banco de datos de

proteinas del centro de investigacién colaborativa de estructuras bioinforméaticas- RCSB; las

cuales dos de ellas son derivadas del compuesto pirazinacorbazamida y tres de ellas anélogas al

favirpiravir.

Tabla 16. Afinidad e interacciones del receptor 4J2R con cada molécula ligando.

4J2R

LIGANDO

AFINIDAD

INTERACCIONES

5,6-difenil-N-
piperidin-1-
ilpirazina-2-
carboxamida

Imagen 10

-8.0 kcal/mol

ILE

B:399 GLN
B:439

PRO
B:465

AsP
B:466 )

L¥S
B:d43

Glu
PHE
B:391 (p.445

MET
B:467

5,6-bis (4-clorofenil)
- N -piperidin-1-
ilpirazina-2-
carboxamida

Imagen 11.

-7.7 kcal/mol

MET PHE
A:431 A:404

HIS
? PHE
A:357 (az2g SER

PHE A:320
A:323
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ARG

ASP GLY B:389
B:390 B:388
- - G
2-0x0- 1H -pirazina- 8351 <o
3-carboxamida 72
-4.4 kcal/mol FRO, *
Imagen 12. ILe
ILE B:394 ILE SER
B:461 B:480 B:387
k51
SER
A:470
ARG
A4 R
GLY
. . SER 1
6-oxo- 1H -pirazina- A:470 e W@ s
3-carboxamida '
-4.2 kcal/mol = H H
A:468
[0 —
ILE
Imagen 13. \ g
PRO
A:469
PRO ILE ILE
B:469 A:471 B:480
:[1- (2-amino-7-
metil-4-oxo-7,8- 85
dihidro-3H-pteridin- —
6-il)] etil- (4- e -
aminofenil) -1-deoxi- B:429
GLU
5- [1-alfa - D- -6.0 kcal/mol BT »
ribofuranosil ¢ 8432
trifosfato] -D-ribitol ohs) s -
PHE
B:404 MET
Imagen 14. 8363 Bass &
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van der Waals

Pi-Donor Hydrogen Bond

Pi-Sulfur

Fi-Fi Stacked

Tipos de enlaces

Pi-Alkyl

Conventional Hydrogen Bond

Tabla 17. Afinidad e interacciones del receptor ‘5des’ con cada molécula ligando

5DES
LIGANDO AFINIDAD INTERACCIONES
5,6-difenil-N-
piperidin-1-ilpirazina-
2-carboxamida \ aua
-7.9 kcal/mol s
Imagen 15. @ T
5,6-bis (4-clorofenil) -

N -piperidin-1- o @
ilpirazina-2- me
carboxamida -6.8 kcal/mol n
Imagen 16. '
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ALA
A:20
. GLU
2-0X0- 1H -pirazina-3- &3
carboxamida
-4.5 kcal/mol LEY H H
A:le
Io\ |
Imagen 17 AL = S iRe
A:19 GLU
A:80
LEU
A:42
THR
A:123
GLU
A:195
. . ITYS
6-oxo- 1H -pirazina-3- L 6o ’
carboxamida A130
-4.3 kcal/mol k.
o ARG
A:124
|
Imagen 18. AN
ALA
HIS 2
A4l ILE &3
A:38
[1- (2-amino-7-metil-4-
oxo-7,8-dihidro-3H-
pteridin-6-il)] etil- (4-
aminofenil) -1-deoxi-5- 5o
~ [1-alfa-D- -6.6 kcal/mol I
ribofuranosil trifosfato] a ) A
-D-ribitol ;x;z ) o
Imagen 19.




Tipos de enlaces
van der Waals _—
_— i-Alky

Pi-Donor Hydrogen Bond Pi-Pi Stacked

Pi-Sulfur Conventional Hydrogen Bond

Tabla 18. Afinidad e interacciones del receptor ‘2ZTT’ con cada molécula ligando.

2ZTT

LIGANDO AFINIDAD INTERACCIONES
5,6-difenil-N- s

piperidin-1- ™

ilpirazina-2- '

carboxamida -8.6 kcal/mol \

Imagen 20. = ek I A707

5,6-bis (4-clorofenil) b SR
- N -piperidin-1- 6%

ilpirazina-2-
carboxamida -8.0 kcal/mol V.

Imagen 21. i & i
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VAL B:24
B:25
gl NG
2-0Xx0- 1H -pirazina- :
3-carboxamida ol Ly
-5.2 kcal/mol ‘ H
A653 Y b A713
Imagen 22. .
A:689 THR
TG B:23
B:19
YS!
A:692
PHE
cyYs C:696
€692/
6-0xo- 1H -pirazina- . B3
3-carboxamida o 4
-4.7 kcal/mol ' 2. @B
Imagen 23. Srs. ;- dag
: 525
SER DAI‘ZAQ
C€:713
:[1- (2-amino-7-
metil-4-0xo-7,8- &
dihidro-3H-pteridin- e N
6-il)] etil- (4- W7 @
aminofenil) -1- © . TN
deoxi-5- [1-alfa- D- |  -6.0 kcal/mol WO - @
ribofuranosil 2@
THR  SLU P

trifosfato] -D-ribitol

Imagen 24.

p2a G897 -

PHE
€700

SER
€702

GLY
€710

D van der Waals

D Pi-Donor Hydrogen Bond

|:| Pi-sulfur

|:| Pi-Fi Stacked

Tipos de enlaces

|:| Pi-alkyl

I:I Conventional Hydrogen Bond

En las tablas 13, 14 y 15 se observan las interacciones obtenidas entre los ligandos

y las
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proteinas receptoras; especificamente se pueden identificar las posiciones de aminoacidos en las
que se genera un buen acoplamiento gracias a que tienen la mejor afinidad, como es el caso del
5,6-difenil-N-piperidin-1-ilpirazina-2-carboxamida, cuya afinidad con las tres proteinas fue de -

8,0, -7,9 y -8,6 kcal/mol respectivamente.
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5. DISCUSION

Gracias a la alineacion de secuencias de aminoacidos de las proteinas PB1, PB2 y PA que
conforman la enzima RdRp del virus de la Influenza A H1N1, es posible determinar el grado o
porcentaje de conservacion o variabilidad que estas posean. La alineacion multiple ayuda a
identificar similitudes funcionales y estructurales, asi como las diferencias entre mdaltiples
secuencias bioldgicas; comparando las secuencias nuevas o desconocidas, con las secuencias
estudiadas o conocidas. En este estudio se determind la similitud y la variabilidad entre
secuencias de aminoacidos de las proteinas PB1, PB2 y PA del virus de la Influenza A (H1N1),
reportados en la base de datos del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI)

desde el afio 2000 hasta el afio 2017 en el continente suramericano.

Teniendo en cuenta la comprobacion de la conservacion de secuencias de aminoécidos de las
proteinas PB1, PB2 y PA, este estudio generd una propuesta de docking molecular para la
busqueda de una molécula de uso farmacologico que pueda bloquear la acciéon de la enzima
RdRp del virus de la Influenza A (HIN1). Como se puede observar en la tabla 6 se tomaron tres
secuencias de proteinas cristalizadas en las bases de datos, las cuales actGan como receptoras de
la molécula de uso farmacoldgico ligando teniendo como criterio de basqueda la disponibilidad
de estas en la base de datos Protein Data Bank; siendo estas ‘2ZTT’ equivalente a PB1-PB2,
‘4)J2R’ equivalente a PB2 y “5des’ equivalente a PA. 2%%_ Estas secuencias fueron obtenidas de
cepas del virus de la Influenza A (HLN1) correspondientes al estado de California en Estados
Unidos del afio 2009 y de Puerto Rico en el afio 1934. % Siendo estas secuencias reportadas en
alineacién de aminoacidos, demostrando luego de la alineaciéon multiple una conservacion
similar a las secuencias del continente suramericano, como se puede observar en la tabla 10, con
un alto porcentaje de conservacion que oscila entre el 92 al 96% del total de secuencias. Lo que
permite determinar en una segunda ocasion, que los aminoécidos que componen las proteinas
gue conforman la enzima RdRp del virus de la Influenza A (H1N1), son altamente conservados y

puede ser mas viable un farmaco antiviral que actle sobre esta ubicacion diana.

Existen antivirales para el tratamiento del virus de influenza A (H1IN1) como oseltamivir y

zanamivir, cuyo mecanismo de accion es el bloqueo de la proteina neuraminidasa, evitando la
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ruptura del acido sialico en el enlace o-cetosidico® Sin embargo, las mutaciones que sufre esta
proteina debido a la recombinacion genética, genera cambios estructurales y funcionales, lo que
hace que se dificulte su accion y por ende promueve la enfermedad. Es por esto que se convierte
en una necesidad el uso de un farmaco antiviral que actle sobre sitios en los que se compruebe la
alta conservacion, para que asi la dinamica del farmaco no se vea comprometida; tal es el caso
del antiviral favipiravir. Este antiviral es un derivado del compuesto pirazinacorbaxamida
dirigido para actuar sobre la enzima RdRp, siendo el farmaco més utilizado para el tratamiento
de la Influenza. Intracelularmente es convertido a Ribomonofosfato (RMP) y posteriormente por

las quinasas celulares se transforma a la forma activa Ribofuranosil trifosfato.

Segun la composicién y dindmica del favipiravir, se identificaron sustancias similares a éste para
proponer una molécula ligando que pueda servir como una componente antiviral para el
tratamiento farmacoldgico de la Influenza A (H1IN1). Como se observa en la tabla 12 se
encontraron cinco compuestos potenciales para ser moléculas ligando; dos de ellos derivados de
la pirazinacorbazamida y tres compuestos analogos del favirpiravir. Se caracterizé la interaccion
‘ligando-receptor’ segin su afinidad, siendo esta definida como la fuerza de interaccion entre dos
moléculas que se unen de forma reversible; en donde valores mas negativos indican mayores
energias de union. ¥ El compuesto con mejor afinidad que se tomé es el compuesto 5,6-difenil-
N-piperidin-1-ilpirazina-2-carboxamida, pues segun las tablas 13, 14 y 15, tuvo la mayor
afinidad, con valores de -8.0 Kcal/mol, -7.9 Kcal/mol y -7.6 Kcal/mol respectivamente con cada
receptor. De igual manera esta fuerza de union fue dada especificamente en sitios altamente
conservados asi: Receptor 4J2R: LYS 443; PHE446; MET467; GLN392; ALA442; ALA395 y
GLN439. Receptor 5DES: PHE105; ARG84; LEU106; LYS19; LEU16; ALA20 y GLUSO.
Receptor 2ZTT: PHEG96; CYS693 y ARG707. Estas interacciones fueron posibles gracias a la
creacion de enlaces covalentes, enlaces Pl, enlaces convencionales de hidrégenos, asi como
fuerzas de Van der Waals, lo que permite entender las interacciones entre estos compuestos

sobre las proteinas en estudio.

Las interacciones a nivel intracelular se consideraron a partir del ligando con mejor afinidad y
de acuerdo a su accion bioguimica; en este caso fue el 5,6-difenil-N-piperidin-1-ilpirazina-2-

carboxamida. La porcion pirazinacarboxamida es utilizada intracelularmente por las quinasas
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para su posterior transformacion a ribofuranosil trifosfato. La porcién piperidinil es una amina
heterociclica conformada por un anillo de seis miembros que contienen cinco metilenos y un

4tomo de nitrégeno el cual estd unido a un grupo funcional.®

. La porcion difenil, es la
composicién de dos grupos fenilo, el cual es un grupo funcional ciclico ubicado en los carbonos
5y 6 de la molécula. Es un radical arilo monovalente, estrechamente relacionado con el benceno
y derivado del mismo, mediante la eliminacién de un 4tomo de hidrégeno ®. Los elementos
fundamentales que determinan el paso de cualquier sustancia quimica a través de una membrana
bioldgica son el tamafio molecular, la liposolubilidad y el estado de ionizacién de la molécula *°.
El 5,6-difenil-N-piperidin-1-ilpirazina-2-carboxamida tiene un peso de 358.445 g/mol, Tiene
cuatro hidrégenos aceptores y un hidrégeno donador, lo que permite que la molécula interactia
con el agua intersticial. Para que este compuesto llegue a circulacion y logre la interaccion con la
membrana celular, se debe considerar un tipo de transporte activo, ya que este se asocia al
transporte de iones H+ o NA+; lo que en las posiciones N3, N4 y N5 de la molécula ligando se
encuentren hidrdgenos apolares que interactian mejor con el medio; ademas de tener en su
estructura un grupo difenil analogo del benceno, lo cual lo hace liposoluble facilitando su ingreso

a la célula.

El 5,6-difenil-N-piperidin-1-ilpirazina-2-carboxamida logré el acoplamiento molecular a través
de enlaces tipo PI, los cuales son un enlace covalente el cual ocurre cuando el solapamiento se
produce entre orbitales de ejes paralelos™ , ademés de la fuerza de Van der Waals la cual, es la
fuerza atractiva o repulsiva entre moléculas (o entre partes de una misma molécula) debidas al
enlace covalente o a la interaccion electrostatica de iones con otros o con moléculas neutras.®
Segun esto, el compuesto puede ser activo y acoplarse contra la enzima RdRp del virus de la
Influenza A (H1N1), ya que la pirazinacorbaxamida logré un enlace P1 en el docking molecular
y tres interacciones de tipo fuerza de Van der Waals a partir de esto se establece que el
favipiravir si podria actuar y acoplarse a las proteinas de la RdRp antes de ser modificado por las

quinasas celulares.

La molécula ligando analoga al antiviral favipiravir fue 2-oxo- 1H -pirazina-3-carboxamida,
como se puede observar en las tablas 13, 14 y 15; la cual logr6é una afinidad a las moléculas

receptoras de -4.4 Kcal/mol, -4.5 Kcal/mol y -5.2 Kcal/mol, respectivamente. Es un compuesto
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denominado pirazinacarboxamida, 3,4-dihidro-3-oxo. En primera instancia es posible que su baja
afinidad sea dada por los pocos sitios de interaccion que posee, también es una molécula de bajo
peso (139.114 g/mol). A diferencia del favipiravir, el ligando Hidroxi-carboxi no posee grupo
fluoruro y tiene un tamafio que oscila entre pequefio y mediano, permitiendo su paso por
membrana a traves de difusion pasiva. Intracelularmente es posible que sea transformado por las
quinasas celulares y sufra una transformacion similar a la del favipiravir. En el docking
molecular con esta molécula se observan enlaces tipo Pl y enlaces convencionales covalentes
gracias a la presencia de hidrogenos aceptores. Estos enlaces en su totalidad tuvieron

acoplamiento en sitios conservados de la enzima Rdrp del virus de la Influenza A (HIN1).

En la subunidad PA ocurre el procesamiento del pre-ARNm del huésped para luego servir como
cebador para el ARNm viral. También, esta subunidad tiene asociacion con el sitio estructural G,
el cual comparten todos los organismos que poseen una enzima RdRp.*? De los residuos
importantes para realizar acoplamiento con la proteina PA se encontraron Tyr24 y Lys34,% de
los cuales se logré demostrar que son altamente conservados. La subunidad PB1 es importante
para que inicie la activacion de la polimerasa y la union cap entre el ARN viral. De esta
subunidad, los residuos importantes para realizar el acoplamiento molecular son Leu685, Phe700
y Val715, ya que se logré demostrar que son sitios altamente conservados en diferentes subtipos

de Influenza A.%?

En ultima instancia, existe la posibilidad que el a ribofuranosil trifosfato sea el compuesto que
interaccione de manera Optima con la enzima RdRp del virus de la Influenza A (HLN1), ya que
sus enlaces en el docking molecular, fueron de tipo convencional con hidrégenos en sitios
conservados de la proteina de la porcion trifosfato y enlaces tipo Pl en interaccion con el
ribofuranosil del compuesto estudiado; ademas de las fuerzas de van der Waals que esta

interacciones genera.
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6. CONCLUSIONES

e Fue posible determinar las regiones gendmicas conservadas de las proteinas PB1, PB2 y
PA del virus de la Influenza A (H1N1) reportadas en la base de datos del NCBI del
continente suramericano, ya que las herramientas bioinformaticas permitieron demostrar
que tienen un alto porcentaje de conservacion, pues mas del 90% de los aminoacidos de
las tres proteinas tienen una similitud entre las diferentes secuencias de 95 y el 100%.

e Se logro identificar que los compuestos con mayor tamafio como 5,6-difenil-N-piperidin-
1-ilpirazina-2-carboxamida y 6-oxo-1lh-pirazina-3-carboxamida son los ligandos mas
apropiados para generar docking molecular en mas sitios de union con las tres proteinas
receptoras cristalizadas, mostrando siete acoplamientos con enlaces de tipo covalente lo
que hace que aumente la afinidad y por ende tengan la mejor interacciéon ligando-
receptor; con el fin de demostrar que estas interacciones se generan en sitios conservados
de la enzima RdRp, facilitando su inhibicion y por ende la interrupcion de la replicacion
virus de la Influenza A (HIN1).

e Se logré demostrar por medio de bioinformatica las interacciones ligando-receptor que
existen entre moléculas cristalizadas del virus de la Influenza A (H1N1) y moléculas
farmacoldgicas afines a las regiones conservadas de estas moléculas. Estas interacciones
demostraron tener una alta viabilidad para la generacion de acoplamiento molecular para
futuras investigaciones y experimentaciones en el campo de la generacion de nuevos
farmacos antivirales que sirvan como tratamiento para la Influenza e incluso para virus
que tengan la enzima RdRp. Esto también teniendo en cuenta todos los continentes del
mundo, ya que Suramérica demostré buenos resultados de conservacion de secuencias.

e Se necesita que estos estudios in silico sean validados por medio de la experimentacion in
VIVO 0 in vitro, pues esto demostraria la posibilidad de generar un nuevo tratamiento para
la Influenza y de esta manera se podrian seguir promoviendo los estudios acerca de la

investigacién y el manejo para esta enfermedad.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Porcentaje de conservacion de secuencias de aminoacidos de la proteina PB2 del virus

de la Influenza A (H1IN1).
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Tabla 4. Alineacion de los aminoécidos de la proteina PB2 del virus de la Influenza A (H1IN1).

Nombre de cepa NuUmero de aminoacidos por secuencia

w12 0 om0 0 0K B W ) @ 0 W o0 e b

0 1@ 2 & 4
\ ]! [l I | I
I ‘ I \
LA
I
|
‘ADL39144 AlBoastal WRAIROGB8N/2009 2009/06/10 PE2
AGWB3104 AfSants Cruz/a7212/2009 2009/08/13 P2 | |
AGNB3202 AfSanta Cruz/E31/2012 2012/03/13 P2 |
ARIG9805 A/Rasario do SullLACENRS 38312012 2012/06/22 P82 |1 I |
ADXS5374 A/OuTo/WRAIRDE1 7N/ 2009 2003/10/07 P82 | |
ARIG3970 AlSentagofLACENRS-135/2012 2012105113 B2 |
ARIG753 AlCrsz AlafLACENRS-435/2012 201210527 B2
ARI70224 AlUramuianal LACENRS-2538(2013 2013/07/18 PE2
ARIS8653 4/ Canoas/LACENRS-1829/2013 2013/05/28 P82
AR1G3827 ASents Cruz do SullLACENRS-1560/2013 2013/06(20

AFDB6157 A/Chile/4795/2000 20007/ PE2

AETB4423 AfMaracay/WRAIR17299/2008 2006/09/03 PE2
AETB4324 AfPiura/WRAIR1695P/2008 2006/12/28 P32
AFDES059 A/Brazili74200/2000 2000/ PE2

AFD66168 A/Chile/8g85/2001 2001/} PE2

ARIT0179 AlTramandsi{LACENRS-324/2009 2009/07/30 PB2
ARI63053 AlPasss Funda/LACENRS-1972/2005 2005/06/17 PB2
AETB4357 AfTruiilko/ WRAIR1702P/2008 2006/12/28 PE2
ADL50282 AfPeru/WRAIR1300P/2007 2007/ PE2
ADI60238 AfPeru/WRAIR1295°/2007 2007/ PB2
ADL60271 AfPeru/WRAIR12$5P/2007 2007/ PB2
ADL50260 AfPeru/WRAIR1296P/2007 2007/} PE2
ADL50293 AfPeru/WRAIR1310P/2007 2007/} PE2
ADI60345 AfPeru/WRAIR1505P/2007 2007/ PB2
AETB4335 AfPiura/WRAIR1700P/2009 2003/01/01 PB2
AETB4358 AfPucallpa/WRAIR1704P/2009 2009/01/14 PE2
ADI 50370 AfPeru/WRAIR1509P/2007 2007/} PB2
ADL60245 AfPeru/WRAIR1296P/2007 2007/ PB2
AETB4302 AfMedeflin/ WRAIRI297P/2005 2008/06/25 PB2
ADL50304 Af/Peru/WRAIR1311P/2007 2007/} PE2
AD{60315 AfPeru/WRAIR1376P/2007 2007/} PE2
ADL60326 AfPeru/WRAIR1377P/2007 2007/ PB2
ADL50337 AfPeru/WRAIR1378P/2007 2007/} PE2

ARIGH315 A/MantenearolLACENRS-2312/2013 2013/07/04 P82
ARIG9335 AlPorto Aleare/LACENRS-1573/2013 2015/06/18 PE2
ARIG3843 A/Santa Cruz do SulfLACENRS-1751/2013 2013/05/26 A
AIES3378 AlSantisgofp1d1/2011 2011/07/12 P52

AIES344) AlSantiagolo1502/2011 2011/08/17 PB2

AIES3499 AlSantiago/o15d1/2011 2011/08/16 PB2

ARISB375 AlBage/LACENRS-2726/2013 2013/07/24 P82
ARIGESSS AlCanela/LACENRS-415/2013 2013/04/22 P2
ARIG3469 A/Camaque/LACENRS-3512/2013 2013/08/28 PEZ
ARITO0S7 AlSavirange/LACENRS-1302/2016 2016/04/29 PEZ
ARITOLIZ AlSofedsde/LACENRS-551/2012 2012/0/25 PB2
ARIG251 AlPorts Alears/LACENRS-1318/2016 2016/05/02 P2
ARIG3895 AlGravatai/LACENRS-1113/2016 2016/04/24 PB2
ARI8S51 AlCanoas/LACENRS-1023/2016 2016/04/22 PE2
ARISB573 AlCan0as/LACENRS-1105/2016 2016/04/25 PE2
ARIGH622 AlCanoas/ACENRS-1320/2016 2016/05/02 P62
ARIG8743 AlCruz Alta/ ACENIRS-426/2016 2016/04/07 PE2
ARIE8803 A/Estein| ACENRS-1358/2016 2016/05/03 P82
ARIG3355 AlGramado/LACENAS-1257/2016 2016/04/29 PB2
ARIG3355 AlNowo Hamburoo/LACENRS-385/2016 2016/04/04 PE2)
ARIG3088 AlPasso Funde/LACENRS-524/2016 2016/04/08 PB2
ARIG173 AlPorts Alears/LACENRS-1009/2016 2015/04/21 PE2
ARIG212 AlPort Alears/LACENRS-1053/2016 2016/04/21 P2
ARI§9545 AlPorto Aleare/LACENRS-289/2016 2016/03/29 PB2
ARIG9584 AlPorto Aleare/LACENRS-463/2015 2016/04/04 PB2
ARISSE15 AlForta Aleqre/LACENRS-555/2015 2016/04/05 #32
ARIG3700 AlForta Aleqre/LACENRS-834/2016 2016/04/13 32
ARIG3713 AlPorto Aleare/LACENRS-954/2016 2016/04/21 PB2
ARIG9767 AlRosario do SullLACENRS-1230/2015 201/04/25 PB2
ARIE310 A/Sants Cruz do SulfLACENRS-1192/2016 2016/04/25 A
ARIG3545 A/Sants Rosa(LACENRS-1257/2016 2016/04/23 732
ARIG9953 A/Santa Rosa(LACENRS-345/2016 2016/04/02 PEZ
ARIT0138 AlTapera/LACENRS-§57/2015 2016/04/11 PB2
ARITD166 AlTormes/LACENRS-1102/2016 2016/04/25 PBZ
ARIT0233 AlUrvausianalLACENRS-296/2016 2016/03/27 P2
ARIG9113 AlPelotas/LACENRS-1213/2015 2016/04/26 PEZ
ARIE9569 AlPorto Aleare/ACENRS-378/2016 2016/04/04 PB2
ARIGE70 AlErechimfLACENRS-485/2015 2016/04/09 P62
ARIS3015 AlPesso Funde/LACENRS-1034/2016 2016/04/22 PB2
ARIG9033 AlPasso Funde/LACENRS-1138/2016 2016/04/23 PB2
ARIG3065 AlPassa Funda/LACENRS-224/2016 2016/05/25 P32
ARIG311 AlSants Maris(LACENRS-1265/2016 2016/04/25 52
ARIT0208 AlTres Coroas/LACENRS-877/2015 2015/64/13 PE2
ARITN257 AlVacaria/LACENRS-1312/2016 2016/04/2 P82
ARITDZ76 AlVacaria/LACENRS~455/2015 2016/04/05 782
ARIG531 AlPorts Alears/LACENRS-503/2015 2015(04/08 PE2
ARIG3478 AlPorto Aleare/LACENRS-2314/2014 2014/09/15 PE2
ARIG3934 AlNows Petropolis/LACENRS-1205/2013 2013/0507 P8
ARIE3302 AlGravatai/LACENRS-2038/2014 2014/06/25 782
ARIG3285 AlPorto Alears/LACENRS-1380/2014 2014/06/12 PB2
ARIG9323 AlPort Aleare/LACENRS-1435/2014 2014/06/30 PB2
ARIG9924 A[Santa Maria(LACENRS-2140/2014 2014/08/29 PB2
ARIGE757 AlDom Pedrito/LACENRS-2368/2013 2013/07/13 P2
ARIG8427 AlCachosire do Sul/LACENRS-1826/2013 2013/0/26 P
AHI43214 AlLima/070674913/2013 2013/07/ PE2

ARIB412 AlBaue/ACENRS-614/2013 2013/05/04 PBZ
ARIG3457 AlCamaqus/LACENRS-3375/2013 2013/05(21 FBZ
ARIE3275 AlPorto Aleare/LACENRS-1365/2014 2014/07/08 PB2
ARIG9502 AlPort Aleare/LACENRS-2380/2013 2013/07/15 PE2
ARIG3555 AlPorts Alears/LACENRS-3653/2013 2013/05/06 P2
ARIG3754 AlRosario do SUNLACENRS-1832/2013 2013/06/23 P52
AIFS2831 AlSantiago/o13d0/2013 2013/06/11 PB2
AIES3057 AlSantiago/o13d1/2013 2013/06/12 PB2
AIES3271 AlSantiano/o13d2/2013 2013/06/13 PE2
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AIES3103 AlSantisao/o18d2/2013 2013/06/21 P2

AIES3035 A/Santiago/p20d0/2013 2013/06/20 PB2

AIES3316 AlSantiaao/o20d1/2013 2013/06/21 P82

AIES3305 AlSentieao/o20d2/2013 2013/06/22 P2

AIES2567 AlSantiaqo/p25d0/2013 2013/07/08 PB2

ATE52852 AlSantiaao/o25d3/2013 2013/07/09 PB2

ARIF0321 A/Venancio Aires/LACENRS-1862/2013 2013/07/01 PE2)
AIES3460 A/Santiago/p13d1/2011 2011/08/22 P82

AIE53438 A/Santiago/p13d2/2011 2011/08/23 P82

AIES3516 AlSantieao/o13d5/2011 2013/06/26 P2

ADUSS776 AlArcenting/HNRG102/2010 2010/01/15 PB2
AGWB3114 AfSants Cruz/995/2010 2010/0/21 PE2

AHCS8478 AlPeru/PERD4S/2011 2011/12/01 PBZ

ARIF0435 AlJaquarao/LACENAS-881/2011 2011/07/14 PB2
AIES3153 AfSantiaqe/p2141/2011 2011/08/01 P82
ATES3230 AlSantiaao/o21d2/2011 2011/08/02 PB2
AIES3262 AlSantieao/o21d3/2011 2013/06/03 P2
AIES3527 A/Santiago/p12d1/2011 2011/08/20 P2
ATES3361 AlSantiaao/o20d2/2011 2011/08/02 PB2
AIES3350 AlSentieao/o20d3/2011 2013/06/03 P2
AIES3539 AlSantiaao/o20d5/2011 2011/06/05 P2
ATES3410 A/Santiage/p3d1/2011 2011/08/22 PE2
AIES3421 AlSantisao/o9d3/2011 2011/08/25 PB2
AIES3471 AlSantisao/osds/2011 2011/08/27 PB2
ATES3432 AlSantisao/p18d1/2011 2011/07/31 PB2
ARIE5788 AlRasario do SullLACENRS-2110/2009 2009/08/20 PBZ
AGWB3125 AfSanta Cruz/21641/2009 2009/07/01 PE2

ARIS8698 AfCruz Alts/LACENRS-125/2012 2012/05/28 P82
AHNSBE50 A/LimalINS3 671/2012 2012/02/01 PB2

ARIF0032 Al'Sz0 Francisco de Paula/LACENRS-1089/2012 2012/0;
ARITO044 Al'S30 Gabriel/LACENRS-1065/2012 2012/07/10 P2
ARIZ0366 A/ViamaofLACENRS-877/2012 2012/07/06 PB2
ARIFO070 A/Ss0 Gabriel{ACENRS-1809/2012 2012/07/23 PB2
ARIF0080 Al'S50 Jose do Inhacora/LACENRS-2062/2012 2012/07/
ARIGB759 A/Cruz Alts{LACENRS-533/2012 2012/07/06 P2
ARIE5070 AlPasso Fundo/LACENRS-2455/2013 2013/07/14 PB2
ARIGB544 AlCanela/LACENRS-1704/2012 2012/07/20 PE2
ARIG8664 AfCaxias do SulfLACENRS-1186/2011 2011/08/31 P82
AGWB3180 AfSants Cruz/541/2012 2012/03/15 PB2

AGWB3151 AfSants Cruz/5214/2011 201311212 PEZ

ARISS517 AfPorto Alegre/LACENRS-2577/2012 2012/08/65 P82
ARIE3460 AlPorto Alegre/LACENRS-2274/2012 2012/07/27 PB2
ARIGA694 A/Chuvisca/L ACENRS-287/2011 2011/06/16 PB2
ARIE348 AlPorto Alegre/LACENRS-2357/2012 2012/07/30 A2
ARIESE53 AlPorto Alegre/LACENRS-830/2011 2011/07/13 PB2
ARIES753 AlRolante/LACENRS-2641/2012 2012/08/10 PB2
AGWB3290 AfSanta Cruz/2083/2011 2013/10/31 PEZ

ARIS8441 AfCachoeininhe/LACENRS-1085/2012 2012/07/10 P82
ARIEB450 AlCaibate/LACENRS-503/2012 2012/07/68 PB2
ARIGB485 AlCamacua/LACENRS-623/2011 2011/07/01 PEZ
ARISS754 AfCruz Alts/L ACENRS-592/2012 2012/07/06 P82
ARIG5845 Affiores da CunhafLACENRS-713/2011 2011/07/07 PE2)
ARIGB978 AlOsoriofLACENRS-2158/2012 2012/07/26 PE2
ARIE3149 AlPelotas/LACENRS-504/2011 2011/06/30 PE2
ARISS161 A/Pelotas/LACENRS-554/2011 2011/07/07 PE2
ARIE3244 AlPorto Alegre/LACENRS-1292/2011 2011/08/05 P82
ARI63393 AlPorto Aleare/LACENRS-1620/2012 2012/07/23 P2
ARIEI672 A/ Porto Alegre/LACENRS-908/2012 2012/07/06 PE2
ARIES736 AlRio Grande/LACENRS-2082/2013 2013/07/05 P82
AGWB3224 AfSanta Cruz/0181/2011 2011/09/30 PEZ

AGW83235 AfSantz Cruz/0223/2011 2011/10/17 FEZ

AGWB3213 AfSants Cruz/111/2012 2012/03/08 PE2

AGWB3257 AfSants Cruz/4513/2011 2011/10/14 PBZ

AGWB3279 AfSant Cruz/7941/2011 2011/09/29 PEZ

AGWB3246 AfSanta Cruz/7992/2011 2011/10/12 PBZ

AGWB3268 AfSanta Cruz/9083/2011 2011/10/31 PBZ

ARI63997 AlSanto Antonio da Patruihe/LACENRS-2621/2012 201
ARIT0193 AfTres Coroas/LACENRS-1810/2012 2012/07/23 PE2
ARIT0290 AlVacaria/LACENRS-567/2012 2012/07/66 PB2
ARIF0331 AlVers Cruz/LACENRS-2842/2012 2012/08/23 PBZ
ARIF0333 A/Viamao/LACENRS-1400/2011 2011/08/22 PE2
ARIE3101 AlPelotas/LACENRS-1168/2011 2011/08/01 PE2
AFK77906 AfBrazillAVS08/2011 2011/06/03 PE2

AFK7B037 AlBrazil/AVS11/2011 2011/06/07 PE2

ARIES380 A/Santa Cruz do SulfLACENRS-691/2011 2011/06/29 P4
ARIGBE1S AlEsteiofACENRS-1519/2012 2012/07/17 PE2
AHNE766 A/LIMS/INST 676/2012 2012/07/17 PB2
ARIG3895 A/Santa Cruz do SulfLACENRS-700/2011 2011/07/01 P
AHNSE755 A/LimalINS3 677/2012 2012/07/64 PB2

AHNE777 A/Lima/INS3 680/2012 2012/07/12 PB2

AGWB3136 AfSants Cruz/065/2010 2010/08/17 PEZ

ADO12452 A/Chile/3375/200% 200/07/01 PB2

ADO12542 A/Chile/3766/2009 2009/07/06 P2

AFK77956 AlBrazil/AVS03/2009 2003/06/12 PE2

AFBT0264 4fArgentin/2004/2009 2009/08/20 PEZ

AFB70354 AfAraentina/9711/2009 2009/06/23 PE2

ADX95335 A/Bogota/ WRAIR0S40T/2009 2009/10/06 P2
ARIE3352 AlPorto Alegre/LACENRS-1556/2063 2009/08/12 PB2
AFB70224 AlAraentina/8015/2009 2009/06/18 PE2

ADI00450 AlAraentina/08AR/2009 2009/07/21 PBZ

ADUSI734 AfArgenting/HNRG105/2009 200/05/24 PE2
ADUS3852 AlArnentinal HNRG14/2009 2009/65/27 PB2
ADX95354 AlPiura/WRAIRDS03F/2009 2009/07/13 PB2
ADX95944 A/Lima/WRAIRSS11F/2009 2009/06/25 PB2
AE137862 A/Chile/6/2010 2010/05/11 PB2

ADX96295 AlLima/WRAIRD2B5F/2009 2009/07/15 PB2
ADX95395 A/Lima/WRAIRDET2F/2009 2009/07/19 PE2
ADXS514 Aflima/WRAIRIES3P/2003 2005/07/03 PE2
ADXS6954 AlLima/WRAIRBE457/2009 2003/06/25 PB2
ADX97014 AlTruiilo/ WRAIRSI0SF/2009 2009/06/24 PE2
ADX95325 AlBoqota{WRAIRD435T/2009 2009/03/11 P82
ADX96874 AlPura/WRATRI634P/2003 2009/07/13 PB2
ADO12532 A/Chile/3760/2009 2009/07/06 P2

ADO12452 AfChile/3295/2009 2005/05/30 PB2

ADO12342 AfChile/2851/200% 2009/06/20 PB2

ADO12372 A/Chile/2911/2009 2009/06/25 P2

ADO12262 A/Chile/1595/2009 2009/06/15 P2

ARIGB320 AlAleqrete/LACENRS-1453/2003 2003/06/12 PB2
ADO12502 A/Chile/3467/2009 2009/07/02 PB2

ADO12182 A/Chile/36/2009 2009/05/25 PE2

ADO12212 AfChile/56/2009 2009/05/26 PBZ

ADO12242 A/Chile/158/2009 2005/05/28 PE2

ADO12262 A/Chile/1586/2009 2009/06/13 P2

ADO12272 AfChile/1596/2009 2009/06/15 PB2

ADO12252 AfChile/ 1600/2009 2009/06/15 P2

ADO12302 A/Chile/1603/2009 2009/06/15 P2

AD012312 A/Chile/1624/2009 2009/06/15 P2

ADO12252 AfChile/ 180/2008 2003/05/22 PE2
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AEI37862 A/Chile/19/2010 2010/07/01 PE2

AEK21495 A/Chile/115/2010 2010/] PE2

AFK21445 A[Chile[64/2010 2010/08/1 1 PB2

AFB70142 AlAraentina/13777/2009 2005/05/30 PE2

AFB70314 AfArgentina/S354/2009 2009/06/23 PE2

ARITO05S AlSao Gabriel/LACENRS-1526/2009 2009/06/14 PEZ
ARI53438 AlPorto Aleare/LACENRS-2121/2009 2003/06/20 P82
AGWE3156 A/Santa Cruz/45631/2009 2009/06/24 PE2
AGWE3147 AfSanta Cruz/34641/2009 200/07/02 PE2
ADXS5574 A/Lima/WRAIRSS93F/2009 2009/07/01 FB2
ARIT0400 A/TiufLACENRS-326/2009 2009/06/23 PB2
ARIT0385 Allarefinha/LACENRS-1803/2009 2003/07/31 PE2
AEI7872 AlChite/15/2010 2010/06/22 P2

AEIG7342 AlChite/54/2010 2010/08/09 PE2

AEKZ1465 A/Chile/94/2010 2010/08/20 PB2

AFB70364 AfArmentina/5705/2009 2003/06/24 PE2

ARKT7856 AJBreziljAVS07/2009 2008/07/31 P82

ARIBB25 A/Esirets/LACENRS-313/2005 2005/07/31 PBZ
AFB70344 AfAraentina/3575/2009 2009/06/24 PE2

AFBT0234 AfAraentina/8551/2009 200%/08/21 PE2

AFBT0214 AlAraentina/7980/2009 2009(06/17 PE2

AFB70294 Alfrgentina/3160/2009 2009/0¢/23 PE2

ADUS8B8 AlArgenting/HNRG35(2003 2009/06/21 PE2
ADUS337 AArgenting/NRGE3/2009 2003/06/17 PE2
ADUS3345 AfArentina/HNRG34/2009 2003/07/05 PB2
AFKT7886 A/BrazilfAVS05/2003 2005/09/16 PB2

ADXS7004 A/Lima/WRAIRS02F/2009 2005/07/03 PEZ
ARIE3003 AlPsimitinha/LACENRS-2595/2009 2008/08/31 FEZ
ARI53136 AlPelotss/LACENRS-3045/2008 2009/09/18 P2
ARIG547 AlPorto Aleare/LACENRS-3434/2009 2009/10/28 P82
ADXS7025 AArequina/ WRAIRS3397/2009 2009/07/05 PE2
ADIUO4S1 AlArgentina/07-03GP/2009 2009/05/30 PBZ
ADIIO445 AlArnentina/ 19527/2609 2009/0¢/15 PE2

ADI0448 AlArgentina/13616/2609 2009/0¢/12 PE2

ADIN0447 AlAroentina/19655/2009 2009/0/18 PE2

AFBT0I54 AlAraentinal7643/2009 2009/0/17 PE2

AFBT0I74 Alfraentina/ 775512009 2009/06! PBZ

AFB70164 A/Arqenting/7937/2009 2003/06/13 PB2

AFB70194 A/Argenting/7953/2009 2003/0¢/19 PB2

AFBI0204 AfArgentina/7967/2009 2009(0%(17 PE2

AFB70244 AfAraentina/8574/2009 2009/06/21 PE2

AFB70254 AfArgentina/8573/2009 2009/06/19 P2

AFBT0264 AlAraentina/983/2009 2009(0¢/21 PE2

AFBT0274 AlAraentina/8954/2009 2009/05/22 PE2

AFBT0304 AfArgentina/9333/2009 2009/06/23 PE2

AFB70324 AlArqenting/5452/2009 2003/06/22 PE2

AFB70334 AlAraentina/3576/2009 2009/0¢/24 P2

AFB70354 AfAraentina/3563/2009 2009/0/24 P2

AFBT0354 AfArqentina/SS85/2009 2009/05/24 PB2

AFBT0374 Affraentina/9597/2009 2009/0%/24 PE2

AFBT044 AlAraentina/3721/2009 200906123 PE2

ADUSS735 AlAroentina/HNRG104/2009 2009/06/19 B2
ADUS3E34 AlArgenting/HNRG105/2008 2009/06/27 PA2
ADUS3843 AArgenting/HNRGL07/2009 2009/07/02 PB2
ADASISTT AfAraentina/HNRG13/2005 2009/06/05 PE2
ADUSB858 AfAraentina/HNRG5/2005 2009/07/20 PE2
ADUS854 AlAroentina/KNRG21/2009 2009/07/01 PEZ
ADUS870 AlAroentina/KNRG23/2009 2009/07/27 PEZ
ADAS619 AlAroentina/HNRG3/2009 2009/05/18 PB2
ADUS3E76 AlArgenting/HNRG32(2003 2003/06/22 PE2
ADUS3882 AArgenting/NRG33/2009 2003/0/24 PE2
ADUSIE94 AfArgentina/NRG40/2003 2003/06/24 PB2
ADUS300 AfAraentina/HNRG45/2005 2009/06/15 PE2
ADUS3310 A/Arqentina/HNRGS/2009 2008/0/22 P32
ADUS3323 AlAroentina/KIRGE/2009 2009/05/11 PB2
ADUS3329 AlAroentina/HNRGE2/2008 2003/07/22 PE2
ACU30070 A/Boqota{0456M/2003 2005/06/25 PEZ

ADXS6315 AlBogota/ WRAIRO435H/2009 200%/08/11 PEZ
ADX36344 ABoqota/WRAIRD442T/2009 2009/05/19 P2
AFKT7876 AfBrazilfAVS04/2003 2005/05/13 PB2

APKT8156 AfBrazillAVSO5/2009 2003// P82

ARIE8321 AlCamping das Missoss/LACENAS-2882/2009 2003/0%/
ADD12482 A/Chile/3369/2009 2003/07/01 PB2

ADO12522 A/Chile/3586/2009 2009/07/03 PBZ

ADXS6804 A/Limz/WRAIRIGE7P/2003 2005/06/27 PE2
ADX968%4 A/Lim/WRAIRIGO67/2009 2009/06/25 PE2
ARIE8926 AlNanoz|/LACENRS-714/2009 2005/08/05 P82
ARIE8980 A/Gsoriol LACENRS-2538/2009 200%/05/02 PE2
ARI53127 AlPelotas/LACENRS-1558/2008 2005/08/14 PEZ
ARIS93855 AlPorto Aleare/LACENRS-1771/2009 2009/07/30 P82
ARI53377 AlPorto Aleare/LACENRS-1785/2009 2009/07/31 P82
ARISS181 AlRio Grands/LACENRS-1406/2008 2009/08/10 PEZ
ARI53850 A/Senta Cruz do Sul{LACENRS-2013/2009 2003/08/17
AGWS3169 ASantz Cruzf12541/2009 2009/07/01 PBZ
ARIE5984 A/Santo Angelo/LACENRS-1537/2009 2003/08/13 PE2
ARI53554 A/Santo Antonio ds Petrulha/LACENRS-1643/2003 2005,
ARITO147 AlTenente Portela/LACENRS-2073/2008 2003/08/13 A
ARIT0150 AlTestonia/LACENRS-711/2009 2003/06/05 PBZ
ARIT0216 AlTriunfo/LACENRS- 1611/2009 2009/08/14 PEZ
ARIF0272 A|Vacariz/LACENRS-1720/2009 2009/08/13 PB2
ARITO307 AVenantio Aires/LACENRS-1535/2009 2009/08/13 PEZ

Color Azul: Residuos de aminoécidos conservados, Color blanco: Residuos de aminoacidos variables y delecciones de la secuencia.
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Anexo 2. Porcentaje de conservacion de secuencias de aminoacidos de la proteina PB1 del virus

de la Influenza A (H1N1)
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Tabla 6. Alineacion de los aminoacidos de la proteina PB1 del virus de la Influenza A (H1N1)

Nombre de cepa Numero de aminodcidos por secuencia

ARIG9857 AfSanta Cruz do Sul/LACENRS-2013/2009 2009/08/17 A
AGWEI148 A/Santa Cruzi/94841/2009 2009/07/02 PaY

ARIEF992 AfSanto Antonio da Patrulha/LACENRS. 1449/2009 2009)
ARIZ01SS A/Tautonia/LACENRS-711/2009 2009/08/05 Pl
ARI0231 AfTriunto/LACENRS-1611/2009 2009/08/14 PBY
ARIGA102 A/Rio Grandaf/LACENRS- 1406/2009 2009/08/10 PAY
ADLSPEA9 A/Arganting/HNRGIG/200% 2009/06/21 PO

ARIGF137 A/Palotas/LACENRS- J045/2009 2009/09/18 Pi)
ATKI144 A/Chile/é4/2010 2010/08/11 P!

AFJI7951 A/Chila/52/2010 2010/08/07 PRY

AFJI7881 A/Chila/1%/2010 2010/07/01 PRY

AFJI7871 A/Chile/15/2010 2010/06/22 PRY

AKI1434 A/Chile/1 152010 2010// P

AEJI7841 A/Chile/54/2010 2010/08/07 PRY

AEJI7301 A/Chile/72/2010 2010/00/16 POY

ARKZ 146 A/Chile/34/2010 2010/00/20 PDT

A2 1434 A/Chile/§1/3010 2010/00/11 PDT

AEJI7AF1 A/Chile/21/2010 2010/07/17 PRY

ARKZ 1474 A/Chile/106/7010 2010/08/24 PRI

AEKD 404 A/Chile/109/2010 2010/08/25 PRI

AEI37801 A/Chila/28/2010 J010/07/26 PB1
AEI37811 A/Chia/29/2010 J010/07/26 PB1
AEI37821 A/Chila/J4/2010 2010407128 PR
AEI37831 A/Chila/37/2010 2010/07/28 PB1
AEI37961 A/Chila/58/2010 2010/08/10 PB1
AENGI413 A/Chile/70/2010 201040816 PRI

AEIIP871 AJChIe/7i/2010 210/0R/ 16 PRI

AEFI?991 AJChile/P8/2010 210/0R/17 PRI

AEKD 1454 A/Chie/82/2010 2010/08/19 T

AENS5408 A/Chile/89/2010 2010/08/19 PR

AGWE3192 AfSania Crua/S214/2011 201171212 PR
AGWEIIS A/Sania Cruz/diBi/2011 2011/09/30 PBY
AGWEILE9 &/Sania Cruz/d0BN/2011 2011710731 PBY
AGWEIIIE A/Santa Cruz/d22N/2011 2011710717 PBY
AGWEI14 AfSania Crue/111/2012 2012/0/08 PBI
AGWEIS8 A/Santa Crue/dB13/2011 2011710714 PAY
AGWEI4T AfSanta Crue/F992/2011 201171012 PAL
AGWE3181 AfSania Crue/341/2012 20120315 PBL
AGWEIZ80 A/Santa Crue/7941/2011 2011/09/29 AL
AGWE3Z03 AfSanta Cru/31/2012 2012/03/13 PBI
AGWEI291 A/Santa Crue/2083/2011 2011/10/31 AL
ANMIBEED A/LimalINE3 671/2012 2012/02/61 DAL

ADOI2171 AJCHIa/32/200% 2000/08/28 MBI

AFBIO18 AfArdentina) T937/2009 2009/08/18 T

ADABIB20 AJArgentina/HNACS/ 2009 2009/08/18 PB1
ADOI12321 A/CHila/2009/2009 2009/08/18 P81

ADOI2211 AJCHIE/S8/2009 2008/0%/28 P81

ADLDY0S AfPeru/ WRAIRIS110/2007 2007/ PAY

ARIB9047 A/Patiso Funds/LACENRS:1972/2009 2000/08/17 P81
AET84338 A/Piura/ WRAIRL 700R/2009 2009/01/01 P81
AET84369 A/Pucallsa/WRAIR] 70452008 2009/01/14 PRI
AETB4358 A/Trujilte/ WRAIRL 702P/2008 2008/12/28 P81
ADLEO34D A/Peru/WRAIR1S088/2007 2007/ PRI

ADLE026] A/Peru/WRAIR1I98P/2007 2007// PBI

ADLIP143 A/Bogota/WRAIRDOSIN/200% 200%/06/10 P81
ADLE0239 A/Paru/WRAIR1I95P/2007 2007// PAI

ADLE0272 AfParu/WRAIRIIF9P/2007 2007// PBI

AETE4413 AfPucalloa/WRAIR] 709P/200% 2008/01/20 PO
AETE43%] AfSullana/WRAIR1707P/200% 2009/02/21 PBI
ARI70181 A/Tramandal/LACENRS-334/2009 3009/07/30 P8
AETE4325 A/Puira/ WRAIRIG99P/2007 2008/12/20 PBL
AET34435 A/Cusco/WRATR17J0P/2008 2008/08/20 P81
ALT34424 A/Maracav/ WRAIR] 7299/ 2008 2008/03/03 PO
ADLGOI27 AlParul/ WRAIRLIZF/2007 20071 PO

AFTE4303 A/Medalin/WRAIR I 297P/2008 2008/06/28 PO
ADLG0283 AfPars/ WRAIRL300R/2007 2007/ PO

ADLGOTI AfParu/WRAIR] 37652007 2007/ P
ADL60TIE A/Paru/ WRAIRLIT0F/2007 2007/ PO
ADLG0I7E AfPars/ WRAIRA S0/ 2007 2007/ PO
ADLGOI50 AfParu/ WRAIRA 196/ 2007 2007/ PO
AFQRG1 55 A/Chiled 795/2000 J000// P

AFQREO5? Afrazilf74200/2000 20001/ A1

AFQG1 66 A/Chile/8085/2008 0014/ PO

ARI?0113 AfSaledade/LACENRS-551/2012 204 2/06/20 P |
ARJGA754 AfCrz Aka/LACENRS-499/2012 204 2/06/27 PO |
ARIGA660 A/Canoas/\ACENRS- | 825/ 2013 2043/06/28 P |

ARI022% Alruaualana/ACENRS-2538/3040 JH07/ 18 PO

ARIGH37] A/Santiano/LACENRS-195/2012 2013/06/ 10 P |
ARIG38] A/Bane/LACENRS-2728/2010 204 3/07/2d P

ARIG3556 A/Canela/LACENRS-418/2013 20104132 POY

ARJG9842 A/Santa Cruz do SulfLACENRS- | 76142010 2013/03/26 A

ARIG3435 A/Cachoeira do Sul/ACENRS-1B28/2013 2013/06/28 Pi

ARIG8912 A/Monténaaro/LACENRS-2312/2013 2013/07/04 PBL
ARIG9335 A/Parto Alagre/LACENRS-1573/2013 2013/06/18 PBL
ARIG9819 A/Santa Cruz do Sul/LACENRS-1560/2013 2013/06/20 A
ARIBB409 A/Ba0/LACENRS-614/1013 J013/05/0d PR
AIES3056 A/SaNNaa0/D130172013 2013/08/12 PRI
AIES3270 A/SaNN800/01 30212013 2013/08/13 PRI
AIEBI0N A/Santiaao/pl0d0/2013 J013/08/20 PBY
AIEBI3IE A/Santiaao/pl0di/2013 J013/08/21 PBY
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ARIDYII3 ATUTTD ATRGTO/ LAV 1B 7914VA D AVIIIVO 1T PO
ARI69819 A/Santa Cruz do SULACENRS 1 560/2019 2013/08/20
ARIBOA0D A/DAGS/LACENRS-014/2013 2013/03/04 POI
AIE51086 A/Santieoo/o13d1/2013 2013/06/13 N1

ALESI2I0 A/Santiao/011d2/2013 2013/06/13 P8

AIESI0I4 A/SANII/DION0/2013 2013/00/20 MO

AIESIILS A/Santieao/v20d1/2013 2013/06/21 ML

AIES3304 A/Santingo/v2002/2013 2013/06/22 MOt

ARIO091 1 A/Gravalal/LACENRS-2099/2014 2014/08/28 P01
ARI69295 A/Rorto Aleare/LACENRS-1300/2014 2014/06/12 PO
ARIGIZS A/MOItO Aleare/LACENRS-2314/2014 2014/09/15 Pt
ARIB900] A/Passo Fund/LACENIS 324/3016 2016/01/26 101
ARIG8479 A/COMBQUN/LACENAS I512/2013 2013/08/20 P81
AIESIIPY A/Sania0/01d1/2011 2011/02/12 P}

AIEBI08 A/Sanlioun/01501/2011 2011/00/10 P01

ANI4I215 A/Lima/070624913/2013 2013/07/ PO

AIBS2041 A/SaNi0/D1040/2013 2013/00/10 Pt

AIESI0AS A/Santieae/01091/2013 2013/06/70 M1

AIESII02 A/Santinao/010d2/2013 2013/06/21 PO

ARLIO280 AVBGrIB/LACENRY-1313/2010 2016/04/20 PO}
AR646] A/Camaaua/(ACENRS 3379/2013 2013/00/21 PO1
ARIG0704 A/Cruz Aa/LACENRS-126/2012 2012/05/20 PO1
ARIO0270 A/OOM PIO/ACENIY: 2300/2013 2013/07/13 POT
ARIGO700 A/Erochim/LACENRS 405/2016 2016/04/09 M1
ARIGH029 A/PaNso Fundo/LACENRS-1138/2016 2016/04/23 POy
ARIOI07 A/Pelotas/LACENRE:1313/2016 2016/04/20 P01
ARI69327 A/Porto Aleare/LACENRS 1405/2014 2014/06/30 PO
ARIOUION A/MOItO Aleare/LACENRS-2380/2013 2013/03/15 PO
ARIO9E0I A/Mrto Alwdre/LACENIE: J653/3013 3013/09/06 M1
ARI69579 A/Porto Aleare/LACENRS-370/2016 2016/04/04 PO 1
ARIGVSOI A/NOItO Aleare/LACENRS-503/2016 2016/04/08 PO
ARIO705 A/Porto Aleare/LACENIS:DI4/2016 2016/04/19 11
ARIGIDL0 A/Santa Mario/LACENRS -1 269/2016 2016/04/20 P
ARIOVI10 A/Santa Marin/ACENRS-2140/2014 2014/08/20 PO
AIES2906 A/Santieas/v2540/2013 2013/07/08 M1

AIES2051 A/Santingo/o25d3/2013 2013/07/09 Pt

ARLIOL 70 A/Torves/LACENRS-1102/2010 2010/04/28 P
ARIZ0203 A/Tray Coroas/LACENRS 077/2016 2016/04/19 P01
ARLI0202 ANVACHI/LACENRS-495/2016 2016/04/09 PO1
ARLI0312 ANVenandto Altes/LACENRS:1803/2013 2013/07/01 Mo
ARI6930 A/Nova Patrocolis/LACENRS-1208/2013 2013/06/07 P
ARIGU279 A/ROMNO do SUULACENRS-1032/2013 2013/06/20 POt
ARIOYE16 ANt Aleare/LACENIS:5Y9/2016 2016/04/08 11
ARIGAS71 A/COnoas/LACENRS -1 108/2016 2016/04/25 PB1
ARIO622 A/CHNONS/LACENRS-1320/2016 2016/05/02 PY
ARIBBB05 A/E¥telo/LACENAE1389/2018 2016/08/0) MBI
ARIG9177 A/Rorto Aleare/LACENRS- 1009/2016 2016/04/21 PO
ARIBAINO A/Cruz Aa/LACENRS-420/2010 2016/04/07 P2
ARJOB079 A/Gramado/LACENRE:1307/2016 2016/04/29 MOL
ARIG9S7 A/Novo Hamburao/LACENRS-305/2016 2016/04/04 P81
ARI008T A/Masso Fundo/LACENRS-§24/2010 2016/04/08 P13
ARI69251 A/Porto Aleare/LACENRE:1318/2016 2016/05/02 P01
ARIGIS40 A/Porto Aleara/LACENRS-209/2016 2016/03/29 0
ARIOUSDI A/MIAID Alodra/LACENRS 483/2010 2010/04/04 AL
ARJ69766 A/Rovario do Sul/LACENRS: 1230/2016 2016/04/26 PB1
ARIGO1L A/Snta Cruz do Sl/LACENRS -1 192/2016 2016/04/29
ARIOWIS A/Banta ROS/LACENS1297/2018 2010/04/29 D1
ARI69956 A/Sants Rova/LACENRS.J45/2016 2016/04/02 PO1
ARLH0000 A/Sapiranaa/LACENRS: 1302/2016 2016/04/20 PO
ARLZO140 A/Tapara/LACENRS 637/2016 2016/04/11 POI
ARIZ0295 A/Uruauelena/LACENRS. 296/2016 2016/03/27 PO1
ARIOI200 A/MOItO Aledre/LACENRS-1053/2016 2016/04/21 PO
ARIBOS63 A/CONORN/LAGENRS: 1033/2016 2016/04/23 POI
ARIG9700 A/Porto Aleare/LACENRS-994/2016 2016/04/21 P01
ARIOD202 A0 Aleare/LACENRS-1383/2014 2014/07/08 P
ARI69013 A/Mavso Fundo/LACENIS: 1034/2016 2016/04/23 MO
ARIGA09? A/Gravatal/LACENRS-1113/2016 2016/04/24 PO1
ARIAUI0I A/ROSNG o SU/LACENAL-303/2012 2012/08/23 P11
ANMOU754 A/LIma/INSD 677/2013 2013/07/04 PO

ARIG0010 A/Eatolo/LACENRS-1519/2012 2012/07/47 POL
ARIODOZT A/Passo Fundo/LACENRS-2480/2013 2013/02/14 MY
ANNDO765 A/Lima/INSY 670/2012 2012/07/17 P01

ANMDOZY6 A/LIMa/INSD 680/2012 2012/07/12 PO

ARIAONID A/Sante Cruz do Bul/LACENRS: 700/2011 2011/01/01
APX77905 A/Broni/AVS08/2011 2011/06/09 MBI
ARIGU70 A/Santa Cruz do SULACENRS-691/2011 2011/00/29 i
APKZ0010 A/BragilfAVE11/2011 2011/08/07 POL
AIES3459 A/Santieao/oLId1/2011 2011/00/22 ML
ALES3487 A/Santing0/p 1302/ 2011 2013/00/23 POt
AIESIH09 A/Sentiann/09d1/7011 2011/08/23 PO
AIES3420 A/Santinao/v9d3/201 1 2011/00/25 PO
AIRSIB20 A/Santiag0/013d1/2011 2011/00/30 PO
ANCSB477 A/Poru/MEROAS/2011 2011/13/01 POL
ARIZ0434 ALJDQuarac/LACENRS 801/201 1 2011/07/14 PO1
ALSIAIT A/Santian0/01001/2011 2011/0%/31 MY
AIESII60 A/Santieae/v2042/2011 2011/00/02 M)
AIESIIY A/Santinao/o20d3/2011 2011/00/03 PO
AIERINIA A/Santiag0/03043/2011 2011/00/08 POT
AIESI152 A/Santinoo/v21d1/2011 2011/00/01 ML

29 A/SNtIng0/021d2/2011 2011/08/02 PO2
AIEBIZN] A/Santioa0/03143/2011 2011/00/03 PO
AIES3470 A/Santieao/o9d8/2011 2011/00/27 PO1
APKPH8S A/DrAIAVIOR/2000 2000/09/16 P
ARJ20399 A/HAACENIS:2336/3009 3009/00/33 PO
ARI60920 A/Nonoal/LACENRS. 714/2009 2009/08/05 M1
ARIOUIET A/NOO Aloare/LACENIS-1 H6/2000 2000/07/31 PBY
ARIZ0148 A/Tenente Portela/LACENRS:2073/3009 2009/08/19 M0,
ARIZ0276 A/Vincaria/LACENRS1720/2009 2009/00/13 PB1
ADO1 811 A/CNIN/I883/2009 2000/07/02 P
ADOIZB01 A/ChIe/J467/2009 2009/07/03 101
ADO12531 A/CHIO/3760/2009 2009/07/06 P}
ALAZY?TD A/CNI8/19/2009 2009/08/23 PitY
ADOIZ561 A/CHIe/I905/2009 2009/07/07 P01
ADO12591 A/CHIN/A101/2009 2009/07/09 P2
ADO1 2001 A/CNI/4103/2009 2009/07/10 PRI
ADOI2621 A/CIR/A400/2009 2009/07/17 M1
ARIGA165 A/Cruz Aa/LACENRS-092/2012 2012/07/06 PO
ARIGO771 A/Cror ANe/LAGENRE-093/3013 2012/07/06 01
ADOI12201 A/Chia/42/2009 2009/05/25 PO1
APBIO2AS A/ANUING/D004/2000 2009/06/20 P
ADUSIDID A/Argentine/NNIGAI/2009 2009/06/17 P01
ADO1401 A/Chie/3056/2009 2009/06/26 M1
ARIGAVOD A/OSOMOILACENRS-2188/2012 2012/07/26 PBY
ADNDBO7S A/Mura/WRAIRLB94P/2009 2009/07/13 P01
APBI0345 A/Araentine/9579/2009 2009/06/24 P
APKI0108 A/Braail/AVION/2000 2009/ DY
ADOI 461 A/ChI/3349/2009 2009/07/01 PO1
ARI69520 A/Porto Aleare/LACENRS-2577/2012 2012/06/08 P}
ARIA752 A/ROlante/LACENRS-2041/2013 2013/08/10 bt}
APD70175 A/Arawntine/7705/2009 2009/06/ PO
ADUSDIBS A/Arwntina/NNRGL1/2009 2009/07/01 MBS
ADOI 1 A/CNIN/100/2009 2000/08/29 P11
ADOI2631 A/Chia/4438/2009 2009/07/20 P01

12/2012 2012/08/23 PO

APBI0INN A/Ar1entine/9708/2009 009/08/24 POI
ADJO0456 A/Argentina/07-09GR/2009 2009/05/30 P8I
APBIO245 A/ARIONNING/AS14/2009 2009/08/21 PO
APKI709% A/Bragll/AVE07/2009 3009/07/31 M1
ARIGO022 A/Extrola/LACENRS-J13/2009 2009/07/31 PO
APBIO33S AARNUING/S20/2000 2009/06/24 PO
APK77075 A/Dragi/AVS04/3009 2009/08/13 PBI
ADO1 2451 A/CHI0/I295/2009 2009/06/30 P3
ARIOOD? A/POAO Alodra/LACENRA-2387/2013 2013/01/30 M0
ADJOOIS A/Araunting/19656/2009 2009/06/18 M1
ADUSIP06 A/Arawntina/NNRG 104/2009 2009/06/19 P1
ADOI 2201 A/CNI8/1806/2009 2000/00/13 P01
ADOIZ181 A/Chile/36/2009 2009/08/25 P01
ARLJ0048 A/$m0 Gabriel/LACENRS- 1005/2013 2012/07/10 ot
ADUSPOBD A/Anjentine/NMIGE 8/3009 3009/07/30 PO1
ADUS9071 A/Araentine/HNRGZ/2009 2009/07/27 POL
ADUSIOI0 A/ATGNtING/NNRAN2/2000 2009/02/22 POS
APBI039K A/ANIONlING/9180/3009 2009/00/2) PO
ADX96316 A/Boaota/WRAIRO4ISN/2009 2009/09/11 PO
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ARIFD075 A/ Gabriel/LACENRS-1809/2012 2012/07/23 PB1
ADU59947 AlArgentina/HNRGE4/2009 2009/07/05 P81
AFBT0375 AlArgentina/9597/2003 2009/0/24 P1

ARI68543 A/Canels/LACENRS-1704/2012 2012/07/20 P81
ADO12451 AfChile/3365/2009 2009/07/01 PB1

ARIG9680 A/Ports Alegre/LACENRS-908/2012 2012/07/05 PRI
AFB70205 AfAraentina/7367/2009 2009/06/17 P81

ADO12581 A/Chile/4054/2009 2009/07/09 PBL

AFB70363 AfAraentina/9588/2003 2009/06/24 P81

ARIGB447 AlCaibate/LACENRS-503/2012 2012/07/06 PB1L
ADO12471 A/Chile/3351/2009 2009/07/01 PEL

ARIG9355 AlPorto Aleare/LACENRS-3434/2009 2009/10/28 PBL
AGINB3115 AfSanta Cruz/935/2010 2010/09/21 PBL
AGIG3137 AfSanta Cruz/O0S/2010 2010/08/17 PBL

ADX36375 AlQuits/WRAIRDE17N/2002 2009/10/07 PEL
ARIGE738 AJRio Grande/LACENRS-2082/2013 2013/07/05 Fa1
ARIF0040 AlSz0 Francisco de Peuls/LACENRS-1089/2012 201210
ARIF0355 AlViamao/LACENRS-677/2012 2012/07/06 P81
ARIGB525 AlCampina das Misses/LACENRS-2852/2009 200303/
AFBT0355 AfAraentina/9583/2009 2009/06/24 PA1

ACT22055 A/Castro/TXP(2009 2009/06/11 PE1

ADXS6805 A/Lima/WRAIR1687P/2009 2009/05/27 PA1
AFB70215 AfAraentina/7360/2009 2009/06/17 PB1

ADUS3877 AJArgentina/HNRGI2/2009 2003/06/22 P81
ACU30071 AfBogotaf0466H/2009 200%/06/25 PB1

ADUSB835 AfArgentina/HNRGLO6/2009 2003/06/27 PB1
ADO12261 AfChilef1595/2009 200/06(15 PB1

ADQ12151 AfChile/28/2009 2009/05/23 P81

ARI70383 Allarejinha L ACENRS-1803/2009 2009/07/31 PB1
ARIE9458 A/Ports Alegre/LACENRS-2274/2012 2012/07/27 PB1
AFB70225 4/ Argentina/8019/2003 2003/06/18 P

ADUS3883 AlArgentina/HNRG33/2009 2009/06/24 PB1
ADO12331 AfChile/2239/2009 2009/05(19 PB1

ADO12221 AfChile/88/2009 2009/05/27 PB1

ADIO0453 AlArgenting/ 19618/2009 2009/05/12 PBL

AFB70195 AfAraentina/7353/2009 2009/06/1 P81

ARIG9372 AlPorts Aleare/LACENRS-1771/2009 2009/07/30 PBL
AGIWB3170 A/Santa Cruz/12541/2009 2009/07/01 PEL
ARIG3952 AlSanto Angelo/LACENRS-1537/2009 2009/08/13 PBL
AFB70395 AfAraentina/5711/2003 2009/06/23 P81

ARIGB678 AlCaxizs do SullLACENRS-1166/2011 2011/06/31 P81
ADO12451 A/Chile/3375/2009 2009/07/01 PBL

ADM14773 AfQuito/WR1589K/2009 2009/10/21 PEL

ARIGB430 AlCamaqua/LACENRS-623/2011 2011/07/01 PE1
ARIGBEE7 AlChuvisca/LACENRS-267/2011 2011/06/16 PBL
ARIGB844 AlFiores da Cunha/LACENRS-713/2011 2011/07/07 PEY
ARIG3093 A/Pelotas/LACENRS-1188/2011 2011/08/01 81
ARIG3157 AlPelotas/LACENRS-604/2011 2011/08/30 P81
ARIG3155 A/Pelatas/LACENRS-634/2011 2011/07/07 81
ARI69240 A/Porto Aleqre/LACENRS-1252/2011 2011/66/05 P81
ARI69654 A/Porto Aleqre/LACENRS-630/2011 2011/07/13 P81
ARI70337 AlWiamaof ACENRS-1400/2011 2011/08/22 P81
AFBT0405 A/Argentina/9721/200% 2003/06/23 PB1

ADO12241 AfChile/158/2008 260%/05/28 PB1

ADO12521 AfChile/3586/2008 2009/07/03 PB1

ARI70007 A/Santo Antonio da Patrutha/LACENRS-2621/2012 201
ADO12421 AfChile/3220/2009 2009/06/30 PB1

AFBT0235 AlArgentina/8551/2009 2009/06/21 PB1

ADUS3895 AJArgentinalHNRG40/2009 2009/06/24 P81
ADD12351 AfChile/2362/2009 2009/06/22 PB1

ADO12231 AfChile/95/2009 2009/05/27 PB1

ADO12381 A/Chile/2994/2009 2009/08/26 PEL

ADO12571 A/Chile/3935/2009 2009/07/07 PBL

ARIZ0191 AlTres Coroas/LACENRS-1810/2012 2012/07/23 PBL
ARIF0289 AlVacaria/LACENRS-567/2012 2012/07/06 P81
AFB70253 AfAraentin/8673/2003 2009/06/13 P81

ADUSI01 AlAraentina/HNRGAS/2009 2009/05/16 P
ADO12341 A/Chile/2651/2009 2009/08/20 PB1

ADX36895 A/Lima/WRAIR1695P/2009 2009/05/25 PA1
ADO12361 A/Chile/2505/2009 2009/08/25 PBL

AFB70275 AfAraentina/8394/2009 2009/06/22 P81

ADUS3924 AlAraentina/HNRGS/2009 2008/06/11 PE1
ADO12391 A/Chile/3018/2009 2009/08/26 PEL

ADXS7005 A/Lima/WRAIR9202F/2008 2009/07/03 FB1
ADUSS777 AlAraentina/HNRG102/2010 2010/01/15 PRI
ARIG3437 AlPorts Aleare/LACENRS-2121/200 2009/06/20 PE1
AFBT0I65 A/Araentina/T649/2008 2009/06/17 P81

ADUS3853 AJArgentina/HNRG14/2009 2003/05/27 P81
ADO12311 AfChile/1624/2009 2005/06{15 PBL

ADO12611 AfChile/4257/2009 2008/07/13 PB1

ARI7U308 A/Venancio Aires{LACENRS-1539/2009 2009/08/13 PB1
ARIBB330 AlAlegrete/ LACENRS-1453/2008 2005/06/12 PBI
AFBT0265 AfArgentina/8989/2003 2009/06/21 PB1

ADU59911 AJArgentina/HNRGS/2009 2009/05/22 PE1
ADO12371 AfChile/2911/2009 2009/06/25 PB1

ADX95975 AlLima/WRAIRB893F/2009 2009/07/01 PBT
ARIBI348 A/Portn Alegre/LACENRS-1598/2009 2009/08/12 PB1
AFB70325 AfArgentina/5452/2009 2009/06/22 P81

AFKT7855 AfBrazil/AVS03/2009 2009/08/12 PA1

ADO12441 A/Chile/3244/2009 2009/08/30 PEL

ARI6395 AlPorto Aleare/LACENRS-1820/2012 2012/07/23 PBY
AEJ3T8E1 AlChile/§/2010 2010/05/11 PBL

AFB70143 Aféraentina/13777/2009 2003/06/30 PEL

ADAE3578 AlAraentina/HNRG13/2009 2009/05/05 P
ADO12301 A/Chile/1605/2009 2009/08/15 PBL

ADOI2151 A/Chile/40/2009 2009/05/25 PBL

ADXI7015 AlTruillo/WRAIRIZ09F/2009 2009/06/24 PBL
ARIG3792 AlRosaria do Sul/LACENRS-2120/2003 2003/08/20 PEL
ARIF0054 A/Ss0 Gabrisl/LACENRS-1625/2009 2008/08/14 FEL
AFB70305 AlAraentina/9333/2009 2009/06/23 P81

ADXS6325 AlBoqota/ WRAIRDA35T/ 2009 2008/03/11 P81
ADO12411 A/Chile/3123/2009 2009/0/26 PB1

ARIG3008 AlPalmitinha/LACENAS-2595/2009 2009/08/31 PB1
ADIO0454 AlAraentina/19527/2009 2009/06/15 PB1

AFB703L5 AfAraentina/5354/2009 2009/06/23 PB1

ADXS5345 AfBogotaf WRAIR0442T/2005 2005/06/15 PB1
ADO12431 AfChile/3242/2008 2005/06/30 PB1

ARIBI115 AlPelotas{L ACENRS-1656/2009 2009/08/14 PB1

Color Azul: Residuos de aminoéacidos conservados, Color blanco: Residuos de amino&cidos variables y delecciones de la secuencia.
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Anexo 3. Porcentaje de conservacién de secuencias de aminoacidos de la proteina PA del virus

de la Influenza A (H1IN1).

== - N —f — =0 — 0 0 —0 —B0 —B0=0 B ==0 B =—0-—80=—"0§0 " —§8=——8 —Q ===
= - — ] —— = — = —f — =0 -—— =0 -0 =0 — =0 — =0 —f =
=0 —— | — B --—-f =— 0 — 0 =—0 —0 =B —B =0 —0 =0 —0 =0 ——§ =0 —Q =08 - =
== _ === = == - == -— = —_— = -— == —_— === _—— = —_— == —— =
== —_— E—3 —_ = —_ = [ == - E——r -— —_— —— = - - = [ E— —_— P
= e == _—— == S === —— === N e - == [E— E=— - == —_ E— [— ==
=== — — —— === — ] = = E==— -— =l — | =8 — § =— —_ = B =N —Q =——=
—_— —_— o— [ = —_ —n -— E—= _ E—— — = —— E=—— — = _—— === —_— =
= - — ] =0 - == — == — =0 —0 =0 -0 =0 - = —Q = — =
= - -l = =0 — =0 - =80 —0 =0 — === —0 =0 -0 =0 — =0 —f =
——N - — 0 -- ] —0 —0f =—0 —0 —B —B0 =—0 - =0 B =—0 80 =—0 —8f =08 —f =
—_— -— = _— == —_— = B = == = R =cx I == -— === _ = —_— ===
=N — Wl =001 =0 —§8 =80 —§f =—Q8 —Q = == | | | =2 | c| | ==| | c=o| | = | =—=] | ===
= — —f — ] — 0 — 0 —0f —f =—80 ——0 =—0 — B =0 —0 =0 —— =0 — Q=8 —Q§ ==
— N — | —f — B — 08 -—-—Qf —0f —0 —B-- B —0 —0 =0 ——0§ =80 —0 =—80 - —=08 —— Q] =
— == — ] — == =0 — —0§f — 0 =0 — B8 =—08 —0f =0 —Q =0 —Q ==
_— — E===N0 - [e— e —— - — - == —— = — === e = e === - =
— B —0 — B —B —08 - =—0 —0 —B —B =—0 -0 =0 —0 =0 —§ =—0f — P =0 —Q =
— 80— —B-— 0 —0 —0 =0 —0 =8B — B =0—0 =0 —8 =0 —0 =0 —pf === — Q=
- — =0 0 —0 — =0 —0=B0-0===0 R =0—0=0—0 =0 —BR =8 — =
—_——m -— e e = —_ E— — —= - = - == —_— =1 = === O E=—— —_— ===
— — ——— — _— R = R = - E—— -— e === - = = —— _—— ==

91




- - =

—

-

—

= — =8 —

=

.

_—

— = —

= — = =

=

= ——

—

B

-—

= —

== —

= —§ =—=§ -—=

— ] = =

_—

_—

—

-

= — 0 =0 —Q =8 —

=

el = =

—

=

—

—_—

—

e -l == - = ——

—— = —

—

—

——

= =8 - Q=0 —

— = —

——

-

=

——

——

—_—

— ==

e W — ] = —

— = —

=

= -l =8 — f =08 -

——

——

.

-—

——

—

= = —

— — = P—

— = ==

=0 —0 =0 —Q =—§ —

— == -

=

—

—_—

=0 — =0 — ] = —

= —

= —

=

—

=N —

=00 =0 —0 =0 — 0 =B =

— N = -——

=

-—

—— E—=—r =

—_—

e =l = —

-—

—

S

= —§ =8 —-

- 100%). Color amarillo: Secuencias conservadas (80% - 95%). Color verde: Secuencias

Color rojo: Secuencias altamente conservadas (95%

o 76,86

variables (30% - 80%). Color gris: Secuencias altamente variables (0% - 30%)
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Tabla 8. Alineacion de los aminoécidos de la proteina PA del virus de la Influenza A (HIN1).

Nombre de cepa

Numero de aminoacidos por secuencia

AGWEI088 AfSanta Cruz/97811/2008 2009/08/26 PA
AFGa114 AjChile/aFUR/I000 2000/ PA

AETB4327 AfPiura/WRAIR 1699R/2000 2008/12/28 PA
ADLEDIE2 A/Peru/WRAIR I IOAR/I007 2007/ PA
ABLAOIZI AfParu/WRAIRLSOUB/2007 2002] PA
AETB4305 A/Nedelln/ WAAIR12879/2000 2006/06/28 PA
ABLIBIA? A/oota/ WRAIROORIN 2000 S00W/08/10 Pa
ADLBO263 AfParu/WRAIRLZ88/2007 2007/ PA
ADLEOZ74 AfPeru/WRAIRLIBR/Z007 2607/ PA
ADLBOZAS AfPar/WRAIRLIOR/2007 200/] PA
ADLOOZPE A/Poru/WRAIRIIIOF/Z007 2007/ PA
ABLAOI0P AfParu/WRAIRLIL LB/2007 300] PA
ADLEOILA A/Poru/WWRAIRLIZER/ZO07 20071/ PA
ABLEOII0 A/PerWRAIRLIZII00T 6024 PA
ADLBOIAD AfParu/WRAIRIIIAR/2007 2007/ PA
ADLBOIB] A/Peru/WRAIRISORRIZ007 2007/ PA
AETA4303 ASullans/WRAIR1 F0IR/2009 J00W0/21 PA
ARTRAM /TR MNARI RINSOON 81214 Mk
AFTI4300 AFTruiilo/WRAHR FO36/2008 2000/12
ARIGP043 AfPanko undo/LACENRS. 197212009 0090017 P
ARIZO104 A/Tramaidai/LACENRE-324/2008 200007110 1A
AETO4415 AfPucallon/ WRAIRL 709P/2009 2009/01/20 PA
AETB4371 APycalloa/ WRATRI 7049/3009 2009/01/14 FA
ABLGOZA1 A/Paru/WRALREIRSR/I00 J003) PA

AETB4330 A/Piura/WRAIRI 70082008 2008/01/01 PA

AP 1EE AJCHIe/RRR/2001 30011/

AFOB5056 A/Brazif74200/2000 20001/ PA

ARIBP96 A/ Sanliagd/LACENRE-198/2012 J013/08/13 1A
ADX9631 7 A/Boaota/'VRAIRO41SK/200% 2009/09/11 PA
ARI69796 4/Rosaria do Su/LACENRS381/3017 2012/08/22 PA
AREXO240 AfUradualana/LACENRS-20/2018 J018/03/27 PA
ARIGH748 A/Cruz ANa/LACENRS 489/2012 2012/06/27 PA
oiedada/ACENRT-§51/3013 2013/0038 P
ARIGA702 A/Cruz ANB/LACENRS-129/2012 2012/05/28 PA
AGWEII I AfSanle Crui/005/2010 2010/08/17 PA

ABXDG068 A/Lima/WRAIRIGAWE/200% 2009/08/27 PA

ARIE97I A/Rio Granda/LACENRS:2092/2013 2013/07/08 P4
ARIAA5S A/Candas/LACENRS-1020/2013 2013/00/20 PA
ARIG9S63 A/Porto Alaare/LACENRS- J633/2013 2013/09/06 PA
ARIB4Z8 4/Coitaeice 10 Bul/AACENRE:1020/2013 2013/08/20
ARIG9259 A/Porto Aladra/LACENRS-1318/2016 2016/05/02 PA
ARI69977 4/Sanla Mara/LACENRS-2 140/2014 2014/08/29 PA
ARIGO206 A/Porto Aledre/LACENRS-1380/2014 1014/08/12 PA
ARI6R120 A/Porto Aleare/LACENRS: 1405/2014 2014/06/30 PA
ARIAHE8 A/Purto Alsire/ACENRS-2314/2014 101/08/18 A
ARIG#203 A/Porto Aleare/LACENRS-1365/2014 2014/07/08 PA
ARIBHZI0 /D0 Pedrto/LACENNE2388/2013 2013/07/13 PA
ARISHDOA A/Gravatal/LACENRS-2090/3014 2014/08728 PA
ARI70225 AfUruauaiana/LACENRS 2534/2013 2013/07/18 PA
ARIGE410 A/Bsad/LACENRS-6 14/2013 2013/08/04 P
ARIGE450 A/Camacun/LACENRS-3379/2013 2013/08/21 PA
ARIARA T4 A/CamaquafLACENNE-381 212013 201 3/08/28 A
ARIGADLI A/Nontansaro/LACENRS- 231 2/2013 20130204 PA
ARIBPII] 4/Porto Aledre/ACENRE:1573/2013 2013/08/18 A
ARIGPSOS A/POrtO Alegre/LACENRS-2380/2013 201 3/0%/ 15 PA
ARI69701 A/Rosario do SullLACENRS: 1832/2013 2013/06/28 PA
ARIGPE2 A/fanta Crul do Bul/LACENRS-1560/2013 2013/04/20
AIES2940 AlSantinao/o1800/201 2013/06/19 PA

ATEBION A/Rantiags/n1841/2013 2013/08/20 P4

AIESI101 AlSantiaaa/o18d2/2013 2013/06/21 PA

ARIZOIIS &/Venancio Alres/LACENRE: 1862/2011 2013/07/0] FA
AREX0200 A/Vcaria/ ACENRS-493/2018 2018/0:4/09 PA
ARIF0166 A/Torren/LACENRS 1 102/2016 2016/04/25 PA
ARIAUD4S A/Sarta Rosa/LACINRS- 12012010 T014/04/28 b4
ARIG9S9 A/Porto Aladre/LACENRS- S03/2016 2016/04/08 PA
AR[GPOSR A/Passo Fundo/LACENAS 2 24/2G16 1C10/03/38 PA
ARIG9026 A/Passo Fundo/LACENRS-1138/2010 2016/04/23 PA
ARIGRO1S A/Sante Crur do Sul/LACENRS: 1192/2016 2016/04/35
ARIGDO1A A/Passd Fundo/LACENRS-1034/2610 2010/04/33 PA
ARI688A1 A/Gramado/LACENRS. 1287/2016 2018/04/29 PA
ARIBU781 4/Rosaria B0 ulLACENRS:1230/2018 2018/04/20 P
ARIZ0092 AfSairanaa/LACENRS -1 02/2016 2016/04/20 PA
ARI70208 4/Tres Coroas/LACENRS:877/7016 2016/04/19 PA
ARIGAS6D A/Canoas/LACENRS-1023/2016 2016/04/22 PA
ARI6H574 A/Canoan/LACENRS:1105/2016 2016/04/25 PA
ARIBAZ A/Candas/LACENRE-1120/2008 J018/08/02 A
ARIGE734 A/Cruz Alta/LACENRS-428/2016 2016/04/07 PA
ARIBH798 A/Erechim/LACENRE-AB3/2016 2016/04/09 PA
ARIGS808 A/Fatalo/LACENRS-1350/2016 2018/08/03 PA
ARIGEE9] A/Gravatal/LACENRS:1113/2016 2016/04/24 1A
ARIGHDEE A/NoVD HaMBUFGO/LACENRS-J1/2018 2018/04/04 A
ARIG9083 A/Panso Fundo/LACENRS: 524/2016 2016/04/08 P4
ARIAVI08 A/Peiolas/|ACENRE-1213/2018 2018/04/24 P4
ATEHIN Aforc M LAEBARL.|ONIO1E HEGBUIL M
ARIB9210 4/Porto LACENRS: 10532016 2016/04/21 PA
RS04 Albars Albgrar AN 2075018 20161038 P
ARIG9S7] A/Porto Aleare/LACENRS - J78/2016 2016/04/04 P4
ARIAUAAY A/Port0 Alegis/LACINRY 2018 2018/04/0d PA
ARIG9617 A/Porto Aladre/LACENRS- 599/2016 2016/04/08 P4
ARIGPODE A/Pocto Aladra/LACENAS PI/I010 2010/04/19 PA
ARIG706 A/Porto Aladre/LACENRS-994/2016 2016/04/21 PA
ARJED014 A/Sanla Maria/LACENAS: 1240/2018 2016/04/28 PA
ARIGIDS A/Santa Rosa/LACENRS-45/2016 2016/04/02 b4
ARIZ0133 AfTavara/LACENRS-857/2016 2016/04/11 PA
ARIZ0283 A/VaiarafLACENRE-1312/2018 J018/04/29 P
ARIZ0335 A/Viamac/LACENRS- 1400/201 | 2011708/22 PA
ARIBI4T2 A/Comaqua/LACENE-623/2011 2011/07/01 PA
ARIGAGED A/Chivisca/LACENRS-2A/2011 2011/06/18 PA
ARJGP656 A/Porto Aleare/LACENRS-0J0/2G11 2011/07/13 PA
ARIGAA4D A/Fiores da CunhafLACENRT-13/2011 20110307 PA
ARIGR092 A/Paloten/LACENRS-1100/201 1 2011/08/01 PA
ARIBPI B3 A/ Peiolas/ACENAB-004/2011 2011/08/30 A
ARIG0186 A/Paiotan/ ACENRS-804/2011 2013707107 A
ARIB9247 4fPorto Aledre/ ACENRE1392/2011 2011/08/08 1A
AGWAIIAZ A/Santa Crs/541/2012 201203115 PA

AGWEIZ1S AfSanta Crug/111/2013 2012/03/08 PA

AWRI204 A/danta Crug/B31/2013 3012/03/13 PA

AGWEI237 AfSanta Cruzi0223/2011 201171017 PA
AGWBI12 A/Santa Crug/5214/2011 200111313 PA

ANMPIGAT A/Lima/INSY 67172012 2012/02/01 PA

AGWEIZ26 AfSanta Cruz/0181/2011 2011/09/30 PA
AGWEIZES Alfanta Cruz/20R3/2011 304 1/16/31 PA
AGWEI258 A/Santa Cruz/d613/2011 2011710114 PA
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AGWBS292 AlSante Crue/2083/2011 2011/10/31 PA
AGWOI259 A/Santa Cruz/4613/2011 2011/10/14 PA
AGWBI281 A/Santa Cruz/ 794112011 2011/09/29 PA
AGWOI240 A/Santn Cruz/2992/2011 2011/10/12 PA
AGWEI270 A/Santa Cruz/9083/2011 2011/10/31 PA
ARIBH44Y A/Calbate/LACENRS 903/2012 2012/07/08 PA
ARIZ0067 A/Sa0 Gabrial/LACENRS-1009/2012 2012/07/23 PA
ARIZ0082 A/S80 Jose d0 Inhacore/LACENRS:2082/2012 2012/07/;
ARIZ0196 A/Tres Coroas/LACENRS-1010/2012 2012/07/23 PA
ARIBO?73 A/Cruz Alta/LACENRS-093/2012 2042/02/06 PA
ARIB9S13 A/Porto Aleare/LACENRS 2577/2012 2012/08/08 PA
ARI6O601 A/Porto Aleqre/LACONRS-908/2012 2012/02/06 PA
ARIZ0000 A/Santo Antonio da Patrulha/LACENRS:2621/2012 2012,
ARI69396 A/Porto Aleqre/LACENRS-1020/2012 2012/07/2 PA
ARI69754 A/Rolante/LACENRS-2641/2012 2012/08/10 PA
ARIB8444 A/Cachosirinha/LACENRS:1083/2012 2012/07/10 PA
ARIGH6! A/Porto Aleqra/LACENRS-2274/2012 2012/07/27 PA
ARIBOSIS A/Canela/LACENRS:1704/2012 2012/07/20 PA
ARIGO676 A/Caxias do Su/LACENRS-1 166/2011 2011/08/31 PA
ARI6O760 A/Cruz Ae/(ACENRS-092/2012 2012/07/06 PA
ARIB0969 A/Os0rio/LACENRS 2158/2012 2012/07/26 PA
ARIGRM8! A/Porto Alegre/LACENRS-2357/2012 2012/07/30 PA
ARIZ0037 A/S80 Pranciseo de Paula/LACENRS: 1089/2012 2012/0,
ARI70051 A/Sa0 Gabrial/LACENRS-1005/2012 2012/07/10 PA
ARIZ0208 AVacora/LACENRS - 967/2013 2012/07/06 PA
ARIZ0329 AVara Cruz/LACENRS\2042/2012 2012/08/23 PA
ARI70360 AViamao/LACENRS-877/2012 2012/07/06 PA
ALES3S76 AlSantiaao/o1d1/2011 2011/02/12 PA

AIESI497 A/Santiago/o15d1/2011 2011/08/16 PA

ARI6BIOS A/Da0e/LACENRS 2720/2013 2013/07/24 PA
ARIEOU44 A/Santa Cruz do Sul/LACENRS:1761/2013 2013/06/26
ARIGOSS5? A/Canela/LACENRS-410/2013 201 3/04/22 PA
ANNOB?74 AJLIMa/INSS 680/2012 2012/07/12 PA

ANNDA7S2 A/LIma/INSY 677/2012 2012/07/04 PA

ARIBIOPS A/Pass0 Fundo/LACENRS - 2489/2013 2013/07/14 PA
AIES2030 A/Santiaao/o13d0/2013 2013/06/11 PA

AIESI085 A/Santinao/p13d1/2013 J01/06/12 PA

AIES3269 A/Sanbioco/o13d2/2013 2013/06/13 PA

AIES3023 A/Santiago/p20d0/2013 2013/06/20 PA

AIES3I14 A/Santinao/020d1/2013 2013/06/21 PA

AIES3303 A/Santiaao/020d2/2013 2013/06/22 PA

ALES2985 A/Santieao/o25d0/2043 2013/07/08 PA

AIES2050 A/Santiaao/o2543/2013 2013/07/09 PA

ARI6O819 AEstalo/LACENRS-1519/2012 2013/07/17 PA
ARI43216 A/LIMA/070674913/2013 2013/07/ P4

ANMOO76) A/LIma/INSI 670/2012 2012/07/17 PA

ARIBEOIS A/Nova Peteopolis/\ACENRS-1208/2013 2013/06/07 PA
APKZ7904 A/BroRl/AVS08/2011 2011/06/09 PA

APK780)5 A/Brazil/AVS11/2011 2011/06/07 PA

ARIO982 A/Sants Crue do SUULACENRS:691/2011 2011/06/29
ARIGO893 A/Santa Cruz do Sul/LACENRS:700/2011 2011/07/01 P
ALESI450 A/Santieao/ot 3d1/2011 2011/08/22 PA

AIESIA06 A/Santiaao/013d2/2011 2011/08/23 PA

AIESISLS A/Santiaqo/pl IdS/201 4 2011/08/26 PA

ACY?7572 AlLa Por/WROO6T/2009 2009/06/22 PA
AGWAIL16 A/Santa Cruz/995/2010 2010/09/21 PA

AFB70326 A/Araenting/9452/2009 2009/06/23 PA

ADX96327 A/Bogota/WRAIR04IST/2009 2009/09/11 PA
ADX0677 A/Quito/WRAIROG 1 7N/2009 2009/10/07 PA
ALES3430 A/Santiaao/o19d1/2011 2011/07/31 PA

AIESIL5! AlSantingo/p21d1/2011 2011/08/0 PA

AIESI28 A/Santiaao/o2id2/201 1 2011/08/02 PA

AIES3280 A/Santinco/o21d3/2011 2011/08/03 PA

AL2)7060 A/Chile/6/2040 2010/08/11 PA

AIES3409 A/Santiaao/o9d%/2011 2011/08/27 PA

ARIZ0428 A/Jaquarao/LACENRS-881/2011 2011/07/14 PA
AHCS8478 A/Peru/PEROAS/201L 2011/12/01 PA

AIES3359 A/Santieao/o20d2/2011 2011/08/02 PA

ALESII48 A/Santieqo/o203/201 1 2011/08/03 PA

ALES3537 A/Santiaao/o2045/2011 2011/08/05 PA

ALE53400 A/Santinqo/p9d1/2011 2041/08/22 PA

ALES3A19 A/Santioao/o9d3/2011 2011/08/28 PA

ARIG9434 A/Porto Aleare/LACENRS+2121/2009 2009/08/20 PA
AGWBI127 A/Santa Cruz/21641/2009 2009/07/01 PA
AGWBI160 A/Santa Crue/46631/2009 2009/06/24 PA
AGWAIIA0 A/Santa Cruz/94841/2009 2009/02/02 PA
ADO12160 A/CNIo/31/2009 2009/08/25 PA

ADO12170 A/Chile/32/2009 2009/05/25 PA

AENSSH0S A/Chile/69/2010 2010/08/19 PA

ADM14774 A/Oulto/WR1589N/2009 2009/10/21 PA

ADX97017 A/Trufilio/WRAIRDIOWF/2009 2009/06/24 PA

ARI 70056 A/5a0 Gabriel/LACENRS: 1626/2000 2009/08/14 PA
ARI69S54 A/Porto Aleqre/LACENRS-3434/2009 2009/10/28 PA
ARI69IZ0 AfPorto Aleare/LACENRS 1771/2009 2009/07/30 PA
ARI6O110 A/Pelotas/LACENRS: 1658/2009 2009/08/14 PA
ARI68929 A/NonosI/LACENRS-714/2009 2009/08/05 PA
ADX96808 A/Lima/WRAIRIBS7P/2009 2009/06/27 PA
ADO12540 A/Chile/4064/2009 2009/07/09 PA

ADOI440 A/Chile/ 3244/ 2009 2009/08/30 PA

ADO12450 A/Chile/3295/2009 2009/06/30 PA

ADOL 2460 A/Chile/3349/2009 2009/07/0t PA

ADO12180 A/Chile/36/2009 2009/08/25 PA

ADO12570 A/Chile/395/2009 2009/07/07 PA

ADO12610 A/Chile/d257/2009 2009/07/13 PA

ADUE9866 A/Araentina/HNRG21/2009 2009/07/01 PA
ADUSVOB0 A/Araentina/NNRG L §/2009 2009/07/20 PA
ADUSYBEA A/Ardenting/HNRG14/2009 2009/0%/27 DA
AFD70356 A/Argantine/9583/2009 2009/06/24 PA

APBIOIIE A/Araentine/9876/2009 2009/06/24 PA

AFB70346 A/Araenting/9579/2009 2009/06/24 PA

APDI0I66 A/Araantine/9508/2009 2009/06/24 PA

AFBI0236 A/Araentina/8551/2009 2009/06/21 PA

AFD70216 A/Argenting/ 2980/2009 2009/06/17 PA

AFBI0206 A/Araenting/7967/2009 2009/06/17 PA

ALI37070 A/Chile/15/2010 2010/06/22 PA

ARIGOI27 A/Aloarate/LACENRS-1453/2000 2009/08/12 PA
ADO12200 A/Chile/1599/2009 2009/06/15 PA

ADOI2350 A/Chile/2362/2009 2009/06/22 PA

ADO12190 A/Chile/40/2009 2009/08/25 PA

ADOL2200 A/Chile/42/2009 2009/08/25 PA

ADJOOIBO A/Araentine/0BAR/2009 2009/07/21 PA

AFB70376 AlAraentina/9597/2009 2009/06/24 PA

AFK77064 A/Brazi/AVS01/2009 2009/08/13 PA

AEAZIP 0 A/Chile/19/2009 2009/08/22 PA

ADO12510 A/Chile/3553/2009 2009/07/02 PA

ADQ128S50 A/Chile/3019/2009 2009/07/06 PA

ARIB9010 A/Palmitinho/LACENRS-2595/2009 2009/08/31 PA
AGWAII2E A/Santa Cruz/12541/2009 2009/07/01 PA




APBI0226 A/Argentina/8019/2009 2009/06/18 PA
APBI0246 A/Araentine/8574/2009 2009/06/21 PA
AFB70256 A/Araentine/8673/2009 2009/06/19 PA
AFD70266 A/Argentina/8989/2009 2009/06/21 PA
AFB70276 A/Arqentina/6994/2009 2009/06/22 PA
AFB70286 A/Araentina/9004/2009 2000/06/20 PA
AFBI0296 AlAraentina/9180/2009 2009/06/23 PA
AFBI0306 A/Araentine/9333/2009 2009/06/23 PA
AFD70316 A/Argentina/9384/2009 2009/06/23 PA
AFB70386 A/Argantina/9705/2009 2009/06/24 PA
APB70406 A/Araentina/9721/2009 2009/06/23 PA
ADUSI?87 AlAraentina/HNRG104/2009 2009/06/19 PA
ADUSIB27 A/Araentina/NNRGLOS/2009 2009/06/24 PA
ADUS9B4S A/Argentina/NNRG107/2009 2009/07/02 PA
ADABI579 A/Argentina/NNRG13/2009 2009/06/05 PA
ADABI621 A/Araentina/HNRG3/2009 2009/06/18 PA
ADUSIB?E A/Araentina/HNRGI2/2009 2009/06/22 PA
ADUSIBS4 A/Araentina/NNRGII/2009 2009/06/24 PA
ADUSPBR0 A/Argentina/NNRGI6/2009 2009/06/21 PA
ADUS9A96 A/Argentina/HNRGAD/2009 2009/06/24 PA
ADUS9902 A/Argentina/HNRGA4S/2009 2009/06/16 PA
ADUSIDI2 A/Araentina/HNRGS/2009 2009/06/22 PA
ADUSIIRS A/Araentina/NNRGE/2009 2009/06/11 PA
ACUI0072 A/Boqota/0466N/2009 2009/06/25 PA
ACY77553 A/Boqota/WROOPON/2009 2009/06/16 PA
ADX96346 A/Bogota/WRAIRO442T/2009 2009/06/19 PA
APKPI824 A/BroXI/AVS04/2009 2009/08/13 PA
AFK70194 A/Brozl/AVS0S5/2009 2009// PA

AFK77084 A/Drazil/AVS06/2009 2009/09/16 PA
AFK77694 A/Brozll/AV507/2009 2009/07/31 PA
AEK21473 A/Chile/106/2010 2010/08/24 PA

AEK21483 A/Chile/109/2010 2010/08/25 PA

AEK2 1493 A/ChiIe/115/2010 2010// PA

ADO12240 A/Chile/158/2009 2009/05/28 PA

ADO12260 A/Chile/1586/2009 2009/06/13 PA

ADO12270 A/Chile/1598/2009 2009/06/15 PA

ADO12290 A/Chile/1600/2009 2009/06/18 PA

ADO12300 A/Chile/1603/2009 2009/06/15 PA

ADOI2310 A/Chile/1624/2000 2009/06/15 PA

ADO12250 A/Chile/100/2009 2009/05/29 PA

AEI37880 A/Chile/19/2010 2010/07/01 PA

ADO12320 A/Chile/2009/2009 2009/06/18 PA

ADO12330 A/Chile/2239/2009 2009/06/19 PA

ALII7890 A/Chile/23/2010 2010/07/17 PA

ADO12150 A/Chile/20/2009 2009/05/23 PA

ADO12340 A/Chile/2051/2009 2009/06/20 PA

AEIIP910 A/ChIIe/29/2010 2010/07/26 PA

ADO12I60 A/Chile/2909/2009 2009/06/25 PA

ADO12370 A/Chile/2911/2009 2009/06/25 PA

ADOL2380 A/Chile/2994/2009 2009/06/26 PA

ADO12390 A/Chile/3019/2009 2009/06/26 PA

ADO12400 A/Chile/3056/2009 2009/06/26 PA

ADO12410 A/CIIe/3123/2009 2009/06/26 PA

ADQ12420 A/Chile/3220/2009 2009/06/30 PA

ADO12430 A/Chile/3242/2009 2009/06/30 PA

ADO12470 A/Chile/3361/2009 2009/07/01 PA

ADO12480 A/Chile/3369/2009 2009/07/01 PA

ALII7920 A/Chile/34/2010 2010/07/28 PA

ADO12500 A/Chile/3467/2009 2009/07/03 PA

ADO12520 A/Chile/3586/2009 2009/07/03 PA

AEJI7930 A/Chile/37/2010 2010/07/28 PA

ADO12530 A/Chile/3760/2009 2009/07/06 PA

ADO12560 A/Chile/3905/2009 2009/07/07 PA

ADOL2590 A/Chile/4181/2009 2009/07/09 PA

ADO12600 A/Chile/4182/2009 2009/07/10 PA

ADO12620 A/Chile/4406/2009 2009/07/17 PA

ADO12630 A/Chile/4438/2009 2009/07/20 PA

AEII7950 A/Chile/52/2010 2010/08/09 PA

ALII7940 A/Chile/54/2010 2010/08/09 PA

ADQ12210 A/Chile/56/2009 2009/05/26 PA

AE1I7960 A/Chile/$8/2010 2010/08/10 PA

AEK21433 A/Chile/61/2010 2010/08/11 PA

AEK21443 A/Cile/64/2010 2010/08/11 PA

ALJ37970 A/Chlle/71/3010 2010/06/16 PA

ARJI7900 A/Chile/72/2010 2010/08/16 PA

ARJ37990 A/Chile/78/2010 2010/08/17 PA

AEK21453 A/ChIe/87/2010 2010/08/19 PA

ADO12220 A/Chile/88/2009 2009/05/27 PA

ALK 1463 A/Chile/94/2010 2010/08/20 PA

ADO12230 A/Chile/95/2009 2009/05/27 PA

ARI60830 A/Estrela/LACENRS-313/2009 2009/07/31 PA
ARIZ0386 Allarelinhe/LACENRS:1803/2009 2009/07/31 PA
ARI7Z0390 A/lIV/LACENRS - 2326/2009 2009/08/23 PA
ADX96297 A/Lima/WRAIRO285F/2009 2009/07/15 PA
ADX9656 A/Lima/WRAIROS19F/2009 2009/07/08 PA
ADX96397 A/Lima/WRAIRO672F/2009 2009/07/19 PA
ADXDE816 A/Lima/WRAIR1688P/2009 2009/07/03 PA
ADXDEBI6 A/Lima/WRAIR1696P/2009 2009/06/25 PA
ADXD6946 A/Lima/WRAIRGS 1 1F/2009 2009/06/25 PA
ADXD6976 A/Lima/WRAIRBE9IF/2009 2009/07/01 PA
ADX97006 A/Lima/WRAIR92021/2009 2009/07/03 PA
ARIBEIS7 A/OSONO/LACENRS:2638/2009 2009/09/02 PA
ARIB9146 A/Pelotas/LACENRS-3045/2009 2009/09/18 PA
ADXD6I66 A/Piura/WRAIRO6OIF/2009 2009/07/13 PA
ADXD6076 A/Plura/WRAIR1694P/2009 2009/07/13 PA
ARI69349 A/Porto Aleare/LACENRS:1598/2009 2009/08/12 PA
ARIS381 AlPorto Aleare/LACENRS:1786/2009 2009/07/31 PA
ARI68186 A/RI0 Gronde/LACENRS-1406/2009 2009/08/10 PA
ARIG9709 A/Rosario do SW/LACENRS-2110/2009 2009/00/20 PA
ARIGRASS A/Santa Cruz do SUILACENRS-2013/2009 2009/08/17
ARI69976 A/Santo Anqelo/LACENRS-1537/2009 2009/08/13 PA
ARIZ0153 AlTenente Portela/LACENRS:2073/2009 2009/08/19 PA
ARI70162 AlTeutonia/LACENRS:711/2009 2009/08/05 PA
ARI70268 A/Vacaria/LACENRS-1720/2009 2009/08/13 PA
ARIZ0309 A/Venancio Aires/LACENRS-1539/2009 2009/08/13 PA
ALI37900 A/Chile/28/2010 2010/07/26 PA

ADUSO?78 A/Araentina/HNRG102/2010 2010/01/15 PA
ADX97027 A/Areauioa/WRAIRDISIF/2009 2009/07/06 PA
ADXDE407 A/Lima/WRAIROGO1F/2009 2009/07/17 PA
AFD20144 A/Arqentina/13777/2009 2009/06/30 PA
AFB70396 A/Argentina/9711/2009 2009/06/23 PA
AGWB3108 A/Santa Cruz/87212/2009 2009/08/13 PA
ADUSIBIE A/Araentina/NNRG106/2009 2009/06/27 PA
ADUS972 A/Araentina/NNRG3/2009 2009/07/27 PA
ADUSP948 A/Argentina/HNRGE4/2009 2009/07/05 PA
ADUS9939 A/Argentina/HNRG3/2009 2009/06/17 PA
ADUS9931 A/Argentina/HNRG2/2009 2009/02/22 PA
AGWB3I096 A/Sante Cruz/S873/2011 2011/10/31 PA

. L . L . . .76
Color Azul: Residuos de aminoécidos conservados, Color blanco: Residuos de aminoacidos variables y delecciones de la secuencia.
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