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INFLUENZA
BASES MOLECULARES
DE LA TRANSMISION INTERESPECIFICA

Los Influenzavirus A llegan hasta los humanos desde sus reservorios en otros animales, reco-
rriendo una o mas especies antes de llegar a la nuestra. Las pandemias gripales de 1918, 1957, 1968 y
2009 fueron causadas por influenzavirus, que a partir de sus reservorios aviares o porcinos infectaron
a humanos, adaptandose a nuestra especie, de forma que se replican efectivamente en esta y en con-
secuencia se transmiten horizontalmente en ella (Bailey et al., 2018). La infeccion por influenzavirus
aviares (IAV) supone un peligro significativo (Minz et al., 2013). Las infecciones humanas por el IV
aviar H5N1 pueden llegar a tener una tasa de mortalidad del 60% (Jiang et al., 2024).

Los Influenzavirus A y B se definen por sus hemaglutininas (HA) y por sus neuraminidasas
(NA). Los mas importantes son los A; de entre ellos solo 3 subtipos de HA (H1, H2 y H3) y 2 NA (N1
y N2) han causado epidemias humanas (Watanabe et al., 2014). Los virus de la gripe de los subtipos
A/HINI1, A/H2N2 y A/H3N2 han causado cuatro pandemias de gripe humana desde 1918, y los virus
HI1N1 y H3N2 siguen circulando en humanos en todo el mundo (Kilbourne et al., 2006; Smith et al.,
2009). Algunos Influenzavirus A que portan la HA de los subtipos H5 y H7 son altamente patdégenos
para las gallinas y han causado numerosos brotes de enfermedades en aves de corral de todo el mundo;
ademas, los Influenzavirus A HSN1, HSN6, H7N7 y H7N9 también han causado graves infecciones y
muertes humanas en diferentes paises (Philippon et al., 2020). Los virus HON2 y HIONS también han
infectado ocasionalmente a humanos (Chen et al., 2014; Peiris et al., 1999). Por lo tanto, los virus de
la gripe siguen representando una amenaza para la salud humana y de otros animales (Qu et al., 2021).

INFLUENZAVIRUS

MICROBIOLOGIA.

Caracteres generales:

Los Influenzavirus (IV) pertenecen a la familia Orthomixoviridae. Existen 4 influenzavirus (IV):
A, B, C y D, determinados por la secuencia de aminoacidos de la proteina de matriz M1 y de la la
nucleoproteina NP. Se trata de un virus segmentado con ARN monocatenario de sentido negativo
(-ssRNA). Los IV Ay B tienen 8 segmentos de ARN, los C y D poseen 7 (Bouvier et Palese, 2008).

Los IV Ay B tienen HA y NA, los C y D tienen solo una glicoproteina de superficie, la hemaglu-
tinina esterasa de fusion (HEF) (Su et al., 2017). Los IV B no codifican las proteinas PB1-F2 y PA-X,
presentes en el virus gripal A, siendo la nucleoproteina B (NB) de su exclusividad (Koutsakos et al.,
2016; Krammer et al., 2021).

4

Influenza - Bases moleculares de la transmisién interespecifica - ANGEL TATO JIMENEZ




Segmentos del genoma Virico y Proteinas Codificadas:

Los Influenzavirus A y B poseen 8 segmentos de ARN monocatenarios de sentido negativo
(-ssARN); cada segmento de ARN estd unido a la polimerasa virica y a una nucleoproteina, este con-
junto conforma la Ribonucleoproteina.

El segmento 1 codifica la proteina PB2 (polimerasa Basica 2).

El segmento 2 codifica la PB1. Solo algunas cepas de Influenzavirus A codifican la PB1-F2, que
tiene actividad proapoptoética (Chen et al., 2001).

El segmento 3 codifica la polimerasa acida PA. Tiene actividad endonucleasa y se encarga del
corte de los RNAm del huésped para secuestrar CAP', que se une al RNA transcrito del virus que se
encuentra en sentido positivo, para ser reconocido por los ribosomas y actuar como RNAm. A ese
proceso se le conoce como cap snatching.

El segmento 4 codifica la proteina de superficie Hemaglutinina (HA). La proteina HA se expresa
como un precursor en el reticulo rugoso RER, con un péptido sefial en su extremo N-terminal que se
procesa durante la traduccion. La proteina resultante (HAO) queda anclada a la membrana del RER y
oligomeriza formando trimeros durante la maduracién. Finalmente, su procesamiento proteolitico a
cargo de proteasas celulares origina dos polipéptidos independientes: HA1 y HA2, que permanecen
unidos entre si por un puente disulfuro. En los virus de influenza aviar, la hemaglutinina es producida
por un precursor HO, que requiere un corte post-transcripcional por medio de proteasas para que las
particulas del virus sean funcionales. El precursor HO en los virus de baja patogenicidad tiene unido
unicamente un residuo de arginina en posicion 4; mientras que los virus de alta patogenicidad poseen
multiples aminoacidos, en este dominio. Este hecho facilita la replicacion del virus en el hospedador,
asi como su analisis mediante técnicas moleculares (RT-PCR) en el diagndstico (Kuiken et al., 2006;
Liu et al., 2005; Olsen et al., 2006).

El segmento 5 codifica la Nucleoproteina (NP).

El segmento 6 codifica la proteina de superficie NA. Y en los Influenzavirus B codifica, en
una segunda lectura la proteina de membrana integral NB, semejante a la M2 del IV A (Hatta et
Kawaoka, 2003).

El segmento 7 codifica la proteina de matriz M 1. En el IV A también traduce el canal idonico M2,
mediante empalme de ARN (Cordero et al., 1981); en el IV B codifica su proteina de membrana BM2
en un marco de lectura alternativo (Howarth et al., 1990).

El segmento 8 codifica la proteina no estructual NS1, antagonista de IFN; mediante empalme de
ARN codifica la Proteina de Exportacion Nuclear (NEP) 6 proteina no estructural NS2 (Lamb et al.,
1980).

Los Influenzavirus C y D tienen un segmento menos, ya que la proteina HEF? hace las veces de
las HA y NA. En el IV D la NEP virica no se produce a través del empalme alternativo de ARNm de
proteina no estructural (NS1).

Los Influenzavirus A codifican siete proteinas accesorias: PB1-F2, PB1-N40, PA-X, PA-N155,
PA-N182, M42 y NS33 (Vasin et al., 2014).

1.- Nucleétido modificado de guanina (G) que protege al transcrito de la degradacién. También ayuda al ribosoma a unirse al
ARNm y a comenzar a leerlo para hacer una proteina.

2.- Proteina de fusion hemaglutinina-esterasa.

3.- PA-X endonucleasa que reduce la cantidad de ARNm del huésped y del IV; inhibe la produccion de proteinas celulares, para
utilizar la maquinaria celular para producir principalmente proteinas del IV. Modula la respuesta inmune del huésped.

PB1-N40, interacciona con 135 proteinas del huésped, especialmente con las Coatomer, implicadas en el trafico de membrana
(Wang et al. 2019) (codificada por el segmento 2).
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REPLICACION?

La replicacion del ARN virico de la gripe depende de al menos dos polimerasas viricas (una
replicasa y una encapsidasa), y el factor celular ANP32*.

Tras la union de las HA del influenzavirus a los receptores celulares, acidos sidlicos unidos a
galactosa mediante enlaces a(2-3) y/o a(2-6), el IV ingresa en la célula a través de la endocitosis
mediada por clatrina y con el concurso de la GTPasa Dinamina (Roy et al., 2000), requiriendo la
ubiquitinacion de la proteina adaptadora Epsina 1 (Chen et al., 2008). Los motivos de interaccion de
la ubiquitina de la Epsina 1 se unen a los receptores del virus ubiquitinados para facilitar la internali-
zacion (Park et al., 2022). La liberacion de las ribonucleoproteinas viricas al nucleo celular requiere
de ubiquitinas (Banerjee et al., 2014; Moreira et al., 2021).

El ciclo virico intracelular requiere de la formacién de ARN complementario (ARNc) y de ARN
virico genomico (ARNvV). El ARN virico infectante, de sentido negativo, debe formar un ARN viri-
co positivo, que sera ARNm y se traducira en proteinas del influenzavirus. Tanto el ARNc como el
ARNYV deben integrarse en ribonucleoproteinas (RNPc) para evitar la accion de las nucleasas y de los
elementos del sistema inmune en la célula huésped.

Cada segmento de -ssRNA se asocia con una polimerasa virica y nucleoproteinas oligoméricas
(NP) para formar grandes complejos de ribonucleoproteinas (RNP) que dirigen la expresion de los
genes viricos, y la replicacion y el envasado del genoma del virus (Mehle et Culler, 2013; Fodor,
2013; Kirui et al., 2016). La capacidad del virus para expresar eficazmente sus genes y replicar su ge-
noma es clave para una infeccion exitosa, ya que permite la modulacion del entorno de la célula hués-
ped por parte del virus para permitir el ensamblaje posterior de viriones de progenie. La transcripcion
y la replicacion del genoma son realizadas por la polimerasa virica. La polimerasa es un complejo de
proteinas triméricas compuesto por las proteinas polimerasa acida (PA), Polimerasa Bésica 1 (PB1)
y Polimerasa Basica PB2.

Trimero Polimerasa:

Los -ssARN poseen extremos 5’y 3’ en cada segmento de ARN virico (ARNv) que se asocian
con la polimerasa virica (FluPol), mientras que el resto del ARN virico se empaqueta en medio de la
nucleoproteina virica (NP), que se enrolla sobre aquel, para formar cada uno una ribonucleoproteina
(VRNP).

Los genes viricos se transcriben mediante un proceso de “Cap-Snatching’ por el que la polime-
rasa PB2 virica se adhiere a los pre ARNm del huésped y adquiere 11 a 13 nucleotidos de extremo 5°,
mediante la endonucleasa existente en la PA virica; estos 7-metilguanosina (7mG) de los preARNm
huéspedes son utilizados para iniciar la sintesis de ARNs mensajeros viricos (Dias et al., 2009; Guilli-
gay et al., 2008; Kirui et al., 2016). E1 ARN corto resultante se utiliza para iniciar la sintesis de ARNm
(virico), por el sitio catalitico de la polimerasa, subunidad PB1. La transcripcioén contintia hasta el

PA-N155 y PA-N182 interactian con UBA52 (proteina de fusion de ubiquitina y proteina ribosémica L40) (codificadas por el
segmento 3).

M42 es una isoforma de M2, con la que colabora en el canal idnico (codificada por el segmento 7).

NS3 es una isoforma de NS1 y se asocia con la adaptacion del influenzavirus a ratones (codificada por el segmento 8).

4.- Proteina Acida Nuclear 32.

5.- ElIV corta del ARN mensajero del huésped una region no codificante, la caperuza (CAP) (un nucleétido modificado que se
afade al principio de los RNA mensajeros (MRNA) necesario para dirigir la maquinaria de sintesis de proteinas celulares al punto de
inicio y asi poder sintetizar nuevas proteinas en funcion de la informacion contenida en el mRNA) y lo utiliza como punto de inicio
para generar una copia de ARN positivo que pueda ser leido por los ribosomas celulares.
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final de la plantilla, donde una copia iterativa de un tracto poli(U) afiade una cola poli(A) para com-
pletar la sintesis de ARNm (por tanto, todos los ARNm de IV tienen una corta seccion en el extremo
5’ que deriva de ARN del huésped). La polimerasa lleva a cabo la replicacion del genoma durante la
sintesis independiente del cebador de ARNc (complementario) de longitud completa, que sirve como
molde para la produccion de ARN virico genémico nuevo (ARNv) (de sentido negativo).

La actividad de la polimerasa del Influenzavirus se ve afectada por el entorno de la célula hués-
ped y se regula durante el curso de la infeccion (Subbarao et al., 1993); es decir, sirve principalmente
como una transcriptasa al principio de la infeccion y mas tarde actiia como replicasa (Robb et al.,
2009). Las modificaciones postraduccionales (PTM) de las proteinas viricas por parte de las enzi-
mas del huésped animal afectan a este cambio de actividad, mediante una serie de PTMs en NP y en
subunidades de la polimerasa del IV, induciendo fosforilacion de PB1, PB2, PA y NP (Robb et al.,
2009) y sumoilacion® de PB1 y NP (Pal et al., 2011; Han et al., 2014), la ribosilacion por poli-ADP
(PARilacion)’ de PB2 y PA (Liu et al., 2015), y la ubiquitinaciéon de PB1 y NP (Liao et al., 2010; Fu
et al., 2015). Estas modificaciones pueden afectar multiples pasos en el ensamblaje y la funcion de
las RNPs. La sumoilacion de la NP determina su localizacion en el nicleo, mientras que su fosfori-
lizacidn conlleva su exportacion al citoplasma (Han et al., 2014, Zheng et al., 2015; Neumann et al.,
1997). También se ha demostrado que la fosforilacion de la NP regula su homooligomerizacion y el
ensamblaje de complejos de RNPs (Chenavas et al., 2013; Mondal et al., 2015; Turrell et al., 2015).
Por lo tanto, la modificacion dinamica y reversible de las proteinas en la RNP es un probable regula-
dor de la transcripcion y replicacion del genoma.

PRINCIPALES ESPECIES SENSIBLES Y PRINCIPALES INFLUENZAVIRUS:

* Los Influenzavirus A tienen un amplio espectro de hospedadores, aviares y mamiferos. Sus re-
servorios naturales son aves de los 6rdenes Charadriiformes y Anseriformes. Desde ellas pueden
pasar a aves de corral, a mamiferos marinos y terrestres.

¢ Los Influenzavirus B tienen su reservorio natural en el hombre. Se han detectado infecciones en
focas y también se han aislados IV B de cerdos.

* Influenzavirus C, principalmente en humanos, aunque han sido aislados también de cetaceos y
cerdos

e Influenzavirus D, forma parte del complejo respiratorio bovino, afecta a ovinos y caprinos;
también a porcinos. Se han detectado casos, generalmente asociados a conjuntivitis en humanos.

Equinos. La influenza equina es altamente contagiosa para équidos, caballos, asnos y cebras. El
subtipo H7N7 del EIV se notifico por primera vez en la década de 1950 y por tltima vez en la década
de 1970. Actualmente se considera extinguido. El subtipo H3N8 del virus de la influenza equina se
notificd primero en caballos en los Estados Unidos durante la década de 1960. Todavia hoy sigue
propagéndose entre los caballos de todo el mundo. Se notificé la presencia de otro subtipo del virus
H3N8 en perros, caballos y aves, pero estos virus son diferentes en cada especie. virus se propagan
principalmente a través de gotas cuando un animal infectado tose o estornuda. El virus puede ingresar
al organismo a través de los 0jos, la nariz o la boca, o puede ser inhalado por otros caballos cercanos.

6.- Modificacidn postraduccional mediante la cual algunas de las proteinas son covalentemente modificadas mediante la adicion
de otra pequena proteina (de masa molecular 11 kDa) llamada SUMO (small ubiquitin-related modifier).

7.- Modificacidon postraduccional de proteinas que consiste en el agregado de poli-ADP-ribosa (PAR) catalizado por poli-ADP-ri-
bosil polimerasas (PARPs).
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Los caballos pueden propagar el virus de la influenza equina incluso antes de mostrar signos de en-
fermedad. El virus de la influenza equina también puede propagarse indirectamente a través de obje-
tos que estén contaminados por el virus, como indumentaria, equipamiento y cepillos. Si un caballo
susceptible inhala, absorbe o ingiere el virus de un objeto, podria infectarse. El virus de la influenza
equina también puede encontrarse en superficies donde se alojan o transportan animales infectados.
Los sintomas tipicos, tras la infeccion son: Fiebre (temperatura corporal elevada entre 39 °Cy 41 °C),
tos seca, sibilancias al respirar, pérdida de apetito, fatiga (cansancio), moqueo.

Segun la Organizacion Mundial de Sanidad Animal, los virus de la influenza equina demostra-
ron ser capaces de infectar a las personas en entornos experimentales. Sin embargo, ninguna de las
personas expuestas a la influenza equina mostr6 signos de enfermedad.

Humanos.

Los principales Vs estacionales que circulan en humanos son A(HIN1) y A(H3N2). HINI es de
origen suino y posteriormente se adaptd a la especie humana, causando la pandemia de 2009 (CDC,
2023; Treanor, 2020).

Aitor Nogales (2024) asegura que Los saltos de virus de gripe entre humanos y cerdos no son
eventos extraordinarios. Desde 2011, se han notificado 73 casos de infeccion por virus de la gripe
porcina A(HIN1) en todo el mundo, dos de ellos en Espafia (China es el pais con mayor incidencia,
con 42 casos notificados). Los virus de la gripe porcina circulan ampliamente entre los cerdos y la
exposicion humana directa a estos animales representa el factor de riesgo mas comtn de infeccion.
Por lo tanto, se pueden esperar contagios esporadicos, especialmente cuando las personas tienen con-
tacto directo sin proteccion con animales infectados. La gripe porcina se transmite por via aerogena
mediante aerosoles y no por via alimentaria.

El virus de la gripe aviar altamente patdgena A/HSN1 puede causar morbilidad y mortalidad
en humanos, pero hasta ahora no ha adquirido la capacidad de transmitirse por aerosol o gotitas res-
piratorias («transmision aérea») entre humanos (Herfst et al., 2012). El IV aviar H3NS8 ha causado
sindrome de distrés respiratorio agudo y muertes en humanos; ha sido aislado de un paciente con
neumonia grave y se replica eficazmente en las células epiteliales de las vias respiratorias; es muy
virulento en mamiferos y se transmite experimentalmente por aerosoles en hurones, lo que indica su
potencial epidémico/pandémico y epizootico (Sun et al., 2023). En China ha causado dos infecciones
humanas en 2022 y un caso mortal en 2023. Se trata de un virus influenza muy extendido explota-
ciones aviares (pollos). Ha adquirido la capacidad de utilizar el receptor humano (mamifero), y ha
realizado la mutacion PB2-E627K, que le permite su transmission aerégena. Los humanos vacunados
frente al IV A/Human H3N2 se muestran susceptibles a la infeccion por el IV aviar H3NS8 adaptado
a mamiferos, que eventualmente podria tener expansion epidémica, incluso pandémica (Sun et al.,
2023). En nuestra especie también se ha detectado la infeccion por otros virus aviares de menor tras-
cendencia, H7N2, H7N3, y H7N5 (Zhuan et al., 2013) y por el altamente patégeno H7N7 (Fouchier
et al., 2004; Zhuang et al., 2013; Puzelli et al., 2014).

Cerdo.

En suinos europeos circulan simultdneamente tres subtipos del virus de la gripe porcina: los sub-
tipos HIN1 y H3N2, presentes en la poblacion porcina europea desde hace unos 30 afios, y el subtipo
HIN2, descrito por primera vez en Gran Bretafia en 1994 y presente en varios paises del continente
europeo desde 1998-2000 (Zoetis Espafia, 2025). Este HIN2, tiene su HA proveniente del humano
HINT1; su Neuraminidasa es del IV suino H3N2; en tanto que las proteinas internas provienen de
reordenamientos anteriores del IV suino HIN1 y virus aviares HIN1. No obstante existe una gran di-
versidad genética y antigénica dentro de cada subtipo, (Vincent et al., 2014; Anderson et al., 2016,21).

8

Influenza - Bases moleculares de la transmisién interespecifica - ANGEL TATO JIMENEZ



https://www.woah.org/en/disease/equine-influenza-2/

Los I'Vs estacionales humanos también se contagian a los cerdos (Geiler et al., 2010; Nelson et al.,
2012; Lewis et al., 2016).

I'Vs aviares en cerdos. los cerdos son altamente susceptibles a la infeccion con el clado deriva-
do del vison 2.3.4.4b H5SN1 HPAIV y proporcionan un entorno favorable para que HPAIV adquiera
adaptaciones similares a los mamiferos, pero no transmiten la infeccién experimental entre ellos; de
hecho las adaptaciones que se consideran criticas para la adaptacion a mamiferos, las PB2-E627K y
HA-Q222L se dan con poca frecuencia en cerdos, tras la infeccion experimental; aunque provoco en
ellos una neumonia intersticial con bronquiolitis necrotizante y altos titulos de virus presentes en el
tracto respiratorio inferior y seroconversion del 100 % (Kwon et al., 2024). H7N9Zhuang et al., 2013;
Jinyan et al., 2024).

Bovidos.

El clado 2.3.4.4b del influenzavirus aviar HSN1/H5NS surgido en Europa entre cepas de alta
patogenicidad y cepas locales aviares, produce infeccion y enfermedad en mamiferos (zorros, mapa-
ches, gatos, perros, visones, focas). Mediante aves acudticas se transporta a Norteamadrica, Africa y
Asia oriental (Xie et al., 2023; Byrne et al., 2022; Yang et al., 2023). A partir de marzo de 2024, se
notifica la presencia de HSN1 de alta patogenicidad en vacas de leche en distintos estados de USA;
todos pertenecen al genotipo B3.13 del clado 2.3.4.4b (USDA-VS/GenoFLUP). Los analisis geno-
micos indican que hubo un solo salto (Mallapaty, 2024) de ave a vaca hacia finales del 2023 y que a
partir de ahi el virus se ha propagado dentro y entre rebafios a través de las maquinas ordefiadoras,
aunque la via aérea no est4 descartada (Sarukhan, 2024). A partir de abril se detectan casos humanos
debidos a este gentotipo, presentando conjuntivitis y algiin signo respiratorio en algin individuo.

Resulta de un reagrupamiento genético HSN1 panzodtico euroasiatico y los genotipos nortea-
mericanos de baja patogenicidad vistos por primera vez a finales de 2023. Las PA, HA, NA y MP se
derivan del genotipo europeo y las PB2, PB1, NP y NS se derivan de los genotipos norteamericanos
(Worobey et al., 2024). La clinica en vacas de leche corresponde a la de una enfermedad inespecifica,
se aprecia ingesta reducida de piensos y disminucion de rumia; caida abrupta de la produccion lechera
en animales afectados; la leche de la mayoria de las vacas afectadas tiene apariencia amarilla-cremosa
y de aspecto espesado, similar al calostro. En las granjas afectadas, la incidencia alcanza su maximo
a los 4, 6 dias tras la aparicion de los primeros sintomas, disminuyendo a los 10-14 dias. Los signos
clinicos se dan comunmente en vacas multiparas durante la lactancia media a tardia; se observé una
morbilidad del 10 al 15% de enfermedad y mortalidad muy escasa (Borrough et al., 2024).

Un TAV H5N1 2.3.4.4b ha saltado de aves de corral a cabras, en USA y es diferente del hallado
en vacas (Ly et al., 2024). También se han infectado gatos al beber leche no termizada.

También se ha comunicado por parte del MAPA, el 26 de marzo de 2025, la infeccién de una
oveja en el Reino Unido, por un IV aviar HSN1de alta patogenicidad. La oveja convivia con aves,
patos y gallinas, en las que se habia detectado la presencia del virus.

Mustélidos.

Los hurones, tienen una sensibilidad a la gripe semejante a los humanos, por lo que son utili-
zados como modelos de la influenza humana. Igual que los humanos pueden contagiarse de cerdos,
humanos, otros hurones enfermos y aves. La infeccion por virus HIN1 de origen porcino y variante
humana, se transmite eficazmente entre hurones por contacto directo, pero no por la exposicion a go-
titas en el aire, lo que sugiere que la transmision sostenida en las poblaciones humanas seria limitada,
como lo respaldan los hallazgos epidemioldgicos (Rovida et al., 2017); sin embargo la propagacion
por via aerdgena del virus por los cerdos resultd en una infeccion por gotitas respiratorias de hurones
susceptibles coalojados (van Diemen et al., 2023).
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Los I'Vs aviares de alta patogenicidad se transmiten a hurones y entre ellos. Todo parece indicar
que la presencia de Lisina en la posicion 627 de la PB2, hallada en un Turén europeo (EFSA, 2024),
es favorecedora de la propagacion aerdgena del virus aviar HSN1, entre hurones. El A/H3NS aviar
infecta a hurones y se transmite entre ellos por via aerdgena, pudiendo provocar patologias severas.
Esto parece debido a que la mutacion PB2-E627K® es critica para la transmision aérea del virus H3N8
en hurones (Sun et al., 2023).

En los Visones, en octubre de 2022, se produjo un brote de influenza aviar altamente patdgena
(HPAI) A(H5N1) en una explotacion gallega, con mas de 50.000 visones. Los virus identificados
pertenecen al clado 2.3.4.4b, responsable de una epizootia en Europa. Se encontrd una mutacion poco
comun en la PB2 (T271A)° que mejora la actividad de la polimerasa, de los virus de la influenza A en
células huésped de mamiferos (Bussey et al., 2010). El aminoacido alanina en la posicion 271 la de
PB2 facilita al IV adquirir una mutacion en la posicion 226 de su HA (glutamina en vez de leucina 6
glicina en vez serina), lo que confiere el reconocimiento del receptor mamifero (humano) con posi-
bles implicaciones para la salud publica (Agiiero et al., 2022). La evidencia experimental y de campo
ha demostrado que los visones son susceptibles y permisivos a los virus de la influenza A tanto aviar
como a los humanos, lo que lleva a la teoria de que esta especie podria servir como un posible reci-
piente de mezcla para la transmision interespecifica entre aves y mamiferos (incluidos los humanos)
(Agiiero et al., 2023; Sun et al., 2021; Kiss et al., 2008).

Félidos.

Los gatos pueden infectarse con virus de la gripe procedentes de otros gatos, aves y personas (IVs
estacionales humanos); de hecho los gatos se infectan con los virus estacionales humanos HINI y
H3N2 (Umar et al., 2024). La gripe se propaga en €llos del mismo modo que en las personas. La infec-
cion por el virus de la gripe suele provocar una enfermedad leve en los gatos (secrecion nasal y ocular,
dolor de garganta, babeo, tlceras bucales, estornudos, pérdida de maullido, fiebre), pero las infecciones
por el virus de la gripe aviar en los gatos pueden provocar una enfermedad grave y la muerte. H7N2
en gatos se transmite con facilidad entre gatos, siendo posible su transmision a personas (CDC, 2018).

La leche sin pasterizar de vacas infectadas con virus HSN1 de alta patogenicidad, clado 2.3.4.4b,
produjeron casos de influenza con evolucién mortal en gatos en Kansas y Texas (USA) (Burrough et
al., 2024).

Se notificaron infecciones en félidos del clado H5N1 2.3.4.4b en Finlandia, Francia, Polonia,
Estados Unidos, Italia, Perti y Corea del Sur en 135 gatos domésticos, dos gatos monteses, un lince,
un caracal y un leon) (Coleman et Bemis, 2024).

Panterinos también se infectan por la gripe aviar: tigres (Keawcharoen et al., 2004), leopardos,
guepardos (Coleman et Bemis, 2024).

Los CDC' creen que la gripe felina supone un riesgo bajo para la salud humana, pero el riesgo
podria variar en funcion del virus y de la exposicion.

Céanidos.

Los IVs se empezaron a detectar en perros en 2004, aunque parece ser que podrian haber esta-
do circulando en esta especie desde 1999. Muchos perros (20-25%) no muestran signos clinicos; la
mayoria presentan una forma leve de la enfermedad, pero entre un 1 y un 5% pueden desarrollar una
forma grave de neumonia hemorragica y morir.

8.- Sustitucién del dcido glutamico en la posicion 627 de la PB2 por Lisina.
9.- Latreonina de la posicion 271 de la PB2 es sustituida por Alanina.

10.- US Center for Diseases Control and Prevention.
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En perros circula el IV H3N8, de origen equino. Existen cuatro diferencias en los aminoacidos de
la proteina hemaglutinina en los virus equino y canino; es probable que estos cambios hayan tenido
importancia en la adaptacion del virus a los perros (lowa State University College of Veterinary Me-
dicine www.cfsph.iastate.edu/lIICAB/). Un IV de origen aviar, H3N2, también circula en perros, tras
haberse adaptado a esta especie. Ocasionalmente se ha detectado el IV aviar HSN1 (Giese et al., 2008;
CDC 2024). La gripe aviar por HSN1 también puede afectar a perros y causar enfermedad grave en
ellos (Lopez, 2024).

Cetaceos.

En mamiferos marinos se han detectado IVs (H1, H3, H4, H5, H7, H10 y H13) y, en todos menos
en HIN1, muestran una fuerte evidencia de derivar directamente de fuentes aviares (Runstandler et
al. 2020; Leguia et al., 2023).

Le6n Marino. La infeccion por el IV aviar de alta patogenicidad fue detectada en miembros de esta
especie por Leguia et al. en 2023, en Pert. Los IVs A/H5NI1 aviares en leones marinos y delfines perua-
nos tienen sus proteinas PA, HA, NA y MP procedentes del linaje euroasiatico que entrd inicialmente en
Norteamérica desde Europa y Asia, mientras que los otros 4 segmentos genomicos (PB2, PB1, NPy NS)
pertenecen al linaje americano (clado C) que circuld en Norteamérica (Leguia et al., 2023).

Delfines. Murawski et al (2024) publican un caso de influenza en un delfin mular (Tursiops
truncatus) por un IV de alta patogenicidad A(H5N1) del clado 2.3.4.4b, en Florida (Estados Unidos).
Observaron meningoencefalitis con necrosis neuronal. La RT-PCR cuantitativa en tiempo real puso
en evidencia la alta carga virica del cerebro del cerebro del animal. El IV aislado del cerebro presenta
una mutacion S246N"" en su neuraminidasa (que reduce su sensibilidad al inhibidor de la neuramini-
dasa oseltamivir).

Ballenas. En ellas se han aislado gripe A de los subtipos H13N2 y H13N9 en el pulmén y el
ganglio hiliar de un calderén comun (o ballena piloto de aleta larga, Globicephala melas). Estos IVs
estan estrechamente relacionados con los virus H13 procedentes de gaviotas (Hinshaw et al., 1986).
El IV aviar HSN1 de alta patogenicidad ha sido aislado de ballena barbadas, de ballenas rorcual (Ba-
laenoptera acutorostrata) (Reperant et al., 2009; Groth et al., 2014).

Focas. Se ha detectado anticuerpos contra el IV B en especies de otaridos y focidos. En la foca
de puerto (Phoca vituilna) y foca gris (Halichoerus grypus) (Osterhaus et al., 2000; Blanc et al., 2009,
se han detectado tanto influenzavirus A como B, (Ohishi et al., 2002), incluido el IV aviar altamente
patégeno HS5N1 (Uhart et al., 2024; Puryear et al., 2023).

Cachalotes. 14 especimenes (Physeter macrocephalus) y 2 cachalotes pigmeos (Kogia brevi-
ceps) se detectaron anticuerpos contra IV A (Ohishi et al., 2006).

En otros odontoceros, marsopa en Noruega, se ha detectado la presencia de IV aviares.

Muridos.
Se ha detectado IV aviar de alta patogenicidad H5SN1 en 11 ratones de granja (Mus musculus) en
Nuevo Méjico (USA), por el Departamento de Agricultura (Sarukhan, 2024).

Quirdpteros.

El sistema inmune quirdptero ha evolucionado para limitar la respuesta inflamatoria a la infeccion
virica, impidiendo los dafios que para su organismo se desprenden del fendémeno inmunopatologico. Asi
es capaz de atenuar la funcionalidad del inflamasoma NLRP3 (Ahn et al., 2019), de modo que toleran la

11.- La Serina es sustituida por la Asparagina en la posicion 246 de la Neuraminidasa.
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infeccion virica sin manifestar signos de enfermedad (Fischer et al., 2020). Para evitar la excesiva mul-
tiplicacion virica los murciélagos han desarrollado un incremento de la produccion de los tres tipos de
interferones (incluso en ausencia de infeccion virica), respecto de otras especies de mamiferos, de modo
que pueden controlar la proliferacion virica, en caso de infeccion (Zhou et al., 2016), sin necesidad de
activar la inmunidad especifica y produccion de anticuerpos (Fischer et al., 2020). Por otro lado, este
fenémeno de sobreproduccion basica de interferones induciria en los virus, que queden en los tejidos
de los quirdpteros, un mecanismo de modulacion de los interferones sin produccion de anticuerpos
(Shountz et al. 2017) (probablemente coadjuvado por las proteinas no estructurales del virus). Ademas
para evitar un excesivo dafio tisular por parte del exceso de IFN, los murciélagos han evolucionado su
estimulador de genes inducidos por IFN (STING), mediante sustituciones de genes en la via de senali-
zacion de este (Pavlovich et al., 2018). Una de las citoquinas que producen mas dafio tisular es el factor
de necrosis tumoral (FNT); algunas especies de murci¢lagos (Eptesicus fuscus) han desarrollado un
sistema que disminuye la produccién de FNT, que consiste en que el c-Rel interactiia con la secuencia
promotora de FNT, restringiendo su transcripcion (Banerjee et al., 2017, 20).

Los IVs de estos animales son diferentes a los de otros mamiferos y aves. Los hallados en mur-
ciélagos hallados poseen las hemaglutininas H17 y H18 (Tong et al., 2012,13). La otra proteina de
superficie de los virus de la influenza en murcié¢lagos, la neuraminidasa (NA), también es diferente al
de los virus de la influenza conocidos, son la NA10 y NA11.

Tong et al. (2012) descubrieron IVs A en el pequefio murci¢lago de hombros amarillos Sturni-
ra bidens, en Guatemala en los anos 2009 y 2010). Se ha observado la presencia de IV quirdptero
HI8N11 en murciélagos frugiforos (Artibeus lituratus y A. jamaicensis) (Campos et al., 2023; Kessler
et al., 2024) y en los murciélagos vampiro comunes (Desmodus rotundus) que parecen ser el reservo-
rio de este IV quirdptero y que evidencia su capacidad de transmision a otras especies de murciélagos
(Megan et al., 2025), quizés favorecido por las caracteristicas propias del sistema inmune quirdptero.

Las investigaciones de laboratorio realizadas en los CDC y en otros lugares sugieren que los
virus de la influenza en murciélagos tendrian que cambiar significativamente para poder infectar y
propagarse facilmente entre los seres humanos.

Aves.
En las especies aviares hay que distinguir entre IVs A de alta y baja patogenicidad.

* Influenza Aviar de Alta Patogenicidad (IAAP): Virus de la influenza aviar de los subtipos H5
o H7 con una secuencia gendmica, codificadora de multiples aminoacidos basicos en el punto de
corte de la hemaglutinina. También IVs cuyo indice de patogenicidad intravenosa sea superior a
1,2 en pollitos de 6 semanas de edad.

* Influenza Aviar de Baja Patogenicidad (IABP): toda infeccion de las aves de corral u otras
aves cautivas causada por virus de la influenza aviar de los subtipos H5 o H7 que no entren en
la definicion de IAAP.

La mayoria de los influenzavirus aviares (subtipos H1-H16) son de baja patogenicidad. Sin em-
bargo, algunos de los influenzavirus H5 y H7 de alta patogenicidad resultan altamente letales para
pollos, pavos y aves de corral gallinaceas. En la mayoria de las aves silvestres, las infecciones por
IV A son subclinicas, excepto algunas infecciones aviares producidas por virus de alta patogenicidad
H5N1, que pueden producir enfermedad clinica y muerte en grullas (Grus grus) en Israel (2021)
buitres pavo negro (o buitre americano) (Cathartes aura) (EE.UU.; 2022), varias especies de pelica-
nos (Pelecanus spp) (2022-2024) y varias especies de pajaro atin (Artamus minor) (2023). Las aves
infectadas pueden diseminar los virus de influenza aviar A por medio de la saliva, las secreciones
nasales y las heces.
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El estudio de los brotes muestra eventos clave de resurgimiento en 2016-2017 y 2020-2021, que
contribuyeron a la aparicion y propagacion panzootica del HSN1 en 2021-2022. El andlisis genémico
revela que las epizootias de 2016-2017 se originaron en Asia, donde los reservorios de IAAP H5 son
endémicos. En 2020-2021, surgieron virus HSN8 2.3.4.4b en aves de corral africanas, con mutacio-
nes que alteran la estructura de la HA y la unién al receptor. En 2021-2022, un nuevo virus H5SN1
evolucion6 por reagrupacion en aves silvestres en Europa, sufriendo una nueva reagrupacion con la
gripe aviar de baja patogenicidad en aves silvestres y domésticas durante la diseminacion global. La
Influenza aviar de alta patogenicidad, H5, se extiende desde Asia mediante aves silvestres, expan-
diéndose por Europa y América, afectando a aves domésticas y de corral. El incremento del espectro
de hospedadores facilita los fendmenos de reagrupamiento genético entre distintos IVs aviares y au-
menta la velocidad de dispersion. Dado que los brotes anteriores de HSN1 y H5N8 fueron causados
por constituciones gendomicas mas estables, estos cambios recientes reflejan la adaptacion a través
de la interaccion entre aves domésticas y silvestres. Por tanto, las estrategias de eliminacion en aves
domésticas siguen siendo prioritarias para limitar futuras epizootias (Xie et al., 2023).

Patos: En la gripe aviar, tanto epizodtica como zoondsica, juega un papel primordial el pato
(Anas acuta), la cerceta alialzul (Spatula discors), que pueden ser portadores asintomaticos de todos
los influenzavirus, excepto las H13, H16, H17 y H18 y Neuraminidasas 10 y 11 (Wu et al., 2014;
Munster et al., 2007).

IV aviar H5N1. En 1996 es identificado un linaje altamente patogeno, Gs/GD/96, del influen-
zavirus aviar HSN1 (Okuya et al., 2022: WHO, 2014). Muchas reordenaciones entre Influenzavirus
aviares han introducido distintos genes para Neuraminidasa (NA) en el original HSN1 asiatico de alta
patogenicidad para aves: HSN2, HSNS, HSN6 H5NS8, H5N9 (Zhao et al., 2013; Gu et al., 2013).

Dos subgrupos genéticos de virus HPAI HSN1/H5NS8, G2a y G2b, cocirculaban entre las aves
acudticas migratorias en Asia entre 2021 y 2022. A la vez en Europa circulaban Influenzavirus de
Alta Patogenicidad (HPAI) H5 integrando un tnico Cluster G2c¢, originando brotes de infecciones de
alta patogenicidad en Europa desde octubre de 2021 (Okuya et al., 2022). Estos IAVs HSN1/H5N8
pertenecen al Clado 2.3.4.4b.

Distinta susceptibilidad y expresion clinica de enfermedad Influenza en especies aviares:

— Gallinas y pavos MUY ALTA

— Codornices, gallina de Guinea y faisanes MUY ALTA
— Patos y gansos ALTA

— Avestruces y emues BAJA

— P4jaros de jaulas NO AISLADO

— Otras aves AISLADO

TRANSMISION

Los IV A e IV B tienen diferencias significativas en la evoluciéon y epizootiologia/epidemiolo-
gia; la diversidad limitada de subtipos y el reordenamiento de genes pueden ser la razon del rango
de huéspedes mas estrecho de IV B (Huang et al., 2014). Los IV B tienen una estructura genémica
similar a los IV A 'y en ellos también se produce la deriva antigénica de HA, pero es mas lenta que en
los IV A. El hospedador de Influenzavirus B es fundamentalmente el humano, aunque también se han
descrito infecciones por este Influenzavirus en foca comun (Ramis et al., 2012) y hurones (Huang et
al., 2014), ademas de cerdos. El linaje Victoria ha mostrado su capacidad para unirse a los receptores
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celulares 0-2,3 y a-2,6; mientras que el linaje Yamagata lo hace exclusivamente a a-2,6 del tracto
respiratorio (Reina et al., 2022).

Las epidemias de gripe generalmente ocurren cuando un IV A de animales entra por primera vez
en la poblacién humana, que carece de memoria inmunolodgica frente a aquel. Esto a menudo se ve
facilitado por el cambio antigénico, que es consecuencia del reordenamiento de segmentos génicos
entre 2 IVs diferentes. Suele ocurrir en cerdos que pueden estar infectados por virus aviares y huma-
nos a la vez (Lakdawala et al., 2015), ademas de los Vs que normalmente circulan entre éllos.

Los virus de la gripe aviar a menudo se propagan a las aves de corral, en las que multiples subti-
pos de IV A circulan actualmente por todo el mundo, incluidos el H7N9 y el H5N1, que representan
la mayor amenaza para la salud publica (Su et al., 2015). Y estos H5SN1, H7NO saltan la barrera de
especie, hasta llegar a los humanos, directamente o mediante la adaptacion a otros mamiferos, princi-
palmente suinos, que a su vez infectarian a los humanos.

ADpAPTACION DE LAS HA Y NA VIiRICAS A ENLACES AVIARES/MAMIFEROS:

La primera dificultad que encuentran los influenzavirus aviares para infectar cerdos, hurones,
humanos, mamiferos en general, es el enlace de union al receptor de la superficie de la célula epitelial.
Los virus aviares se combinan con los acidos sialicos que se unen a la galactosa de la membrana celu-
lar mediante enlaces o(2-3). Esta clase de receptores solo se encuentran en las células bronquiales no
ciliadas, en las células alveolares y en la conjuntiva de los humanos. También los tienen los cerdos.
Las hemaglutininas de los virus humanos y de otros mamiferos reconocen el acido sidlico unido a
la galactosa de la superficie de la célula epitelial mediante enlace a(2-6), el cual se puede encontrar
en las células epiteliales de la mucosa nasal y paranasal, faringe, traquea, bronquios y bronquiolos.
Ahora bien, determinados influenzavirus aviares consiguen adaptarse al enlace mamifero, lo que
les permite la evasion de la barrera de especie y ademas posibilita la transmision horizontal entre
especies mamiferas, hombre incluido. Xiong et al, (2013) desarrollan un algoritmo que es capaz de
determinar la avidez de una hemaglutinina por un tipo de receptor, mamifero o aviar. En este expe-
rimento, seleccionando cepas de influenzavirus aviar HSN1 capaces de infectar a hurones, observan
que el incremento de la avidez por el receptor mamifero es inversamente proporcional a la avidez por
el receptor aviar. Esto también tiene otras consecuencias, ya que los influenzavirus aviares no quedan
retenidos por las mucinas, en las que abundan los acidos sialicos con enlaces a(2-3), al haber perdido
la capacidad de unién a estos enlaces tipo aviar; lo cual favorece la progresion de los influenzavirus
hacia los pulmones y también la transmision horizontal entre los hurones (modelo patologico para los
humanos). La baja capacidad de union al receptor humano (en comparacioén con influenzavirus pan-
démicos y otros influenzavirus que circulan normalmente entre humanos), se vera compensada por la
mayor carga virica. Ademas, humanos y otros mamiferos tienen enlaces de tipo aviar en neumocitos
tipo 2 (Shinya et al., 2006) y en las células ciliadas del epitelio respiratorio (Matrosovich et al., 2004)
e incluso en la mucosa faringea (Nicholls et al., 2007). Por otro lado, el nuevo virus formado para
convertirse en viridn, es decir para tener capacidad infectante de nuevas células debe separarse de la
membrana de la célula en la que se ha producido y a la que queda unida tras su brotacién mediante la
HA; ello se realiza merced a la Neuraminidasa; para ello esta NA debe tener enlaces compatibles con
el nuevo virus, si el nuevo virus ha mutado y ha adquirido la capacidad de unirse a los enlaces tipo
mamifero, la NA, si mantiene los enlaces aviares a(2-3), no podré escindir la HA de la membrana
citoplasmatica, es decir debe haber mutaciones en la NA que le den la capacidad de utilizar enlaces
a(2-6). La especificidad de especie viene dada por los residuos 226 y 228; la HA adaptada a aves tiene
Q226 y G228, mientras que la adaptada a humanos tiene L226 y S228 (Connor et al., 1994; Carter et
al., 2024). Las mutaciones simultaneas Q226L y G228S ensanchan la RBS, permitiendo que la base,
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mas grande, de la a(2,6) con avidez al 4cido acetil neuraminico humano se una al sitio de union al
receptor de la hemaglutinina (RBS) (Ha et al., 2003).

Por otro lado, en humanos se han detectado rastros de ARN de influenzavirus A estacionales en
heces. Sin embargo los humanos carecen de receptores tipo mamifero en su intestino, tanto delgado
como grueso; por lo que los influenzavirus A/HIN1 y A/H3N2 no pueden infectar las células epiteliales
intestinales (Chan et al, 2011). Ahora bien, Células Dendriticas (las cuales portan el receptor DC-SIGN)
y Macroéfagos Monocitos (que exhiben el cluster de diferenciacion CD68) en el intestino delgado e
intercaladas en la lamina propia, en particular, estas células con capacidad de adherir virus, estan locali-
zadas mas abundantemente en la region de las criptas y en la submucosa, especialmente alrededor de la
region del domo de las placas de Peyer y portan enlaces a(2-6) (Chan et al., 2013). También en el colon
humano se ha detectado la presencia de enlaces aviares o(2-3) (Chan et al., 2013).

ADAPTACION Y TRANSMISION ENTRE ESPECIES:

Los IVs estan adaptados a una especie animal determinada, pero ocasionalmente pueden saltar
de una especie a otra, infectar a un individuo de una especie distinta; pero la adaptacion a la nueva
especie es muy dificil, por lo que la mayoria de las infecciones se limitan a un individuo o reducido
grupo de individuos. La adaptacion permanente a una nueva especie es infrecuente. Cuando ocurre se
basa en la alta tasa de mutacion de los [Vs y en su capacidad de recombinacion entre ellos.

Aunque los déficits en produccion/actividad de IFN podrian incrementar la carga virica, la evi-
dencia sefiala a una pieza fundamental para que pueda ocurrir el salto de especies: la ausencia o la
deficiencia de la proteina [FITM3 (Denz et al., 2023). Denz et al. (2023) demuestran que la deficien-
cia de IFITM3, por si sola facilita las infecciones por virus de la gripe zoonoética y la posterior adap-
tacion, posibilitando las transmisiones interespecificas y pudiendo dar origen a pandemias.

La proteina transmembrana 3 inducida por IFN (IFITM3) juega un papel primordial en la infec-
cion, adaptacion y transmision interespecifica de influenzavirus (Denz et al., 2023). Ratones y huma-
nos deficientes en IFITM3 se infectan con dosis bajas del influenzavirus aviar HSN1. La deficiencia
de IFITM3 facilita las infecciones por virus de la gripe zoonoética y la posterior adaptacion, lo que
implica que las deficiencias de IFITM3 en la poblacion humana son un factor de vulnerabilidad para
la aparicion de nuevos virus pandémicos. (Denz et al., 2023).

El dominio transmembrana de IFITM3 es anfotérico, lo que le permite variar la composicion y
estructura de la membrana celular y por tanto bloquear el vertido del genoma virico al citoplasma
(Unali et al., 2023). IFITM3, presente en endosomas y lisosomas induce el incremento de lipidos,
lo que estabiliza la hemifusion entre particulas viricas y membranas endosomales tardias, ya que al
incrementar la duracion de la hemifusion, permite la degradacion virica en los lisosomas; es decir
bloquea la entrada de virus en las células diana. (Klein et al., 2023). La proteina transmembrana 3
inducida por interferon (IFITM3) es codificada en humanos por un gen que posee un polimorfismo de
dos PSNs; cuando existen estos dos polimorfismos de nucle6tido unico impiden la accidon antivirica
de la proteina IFITM3 (Everitt et al, 2012; Zani et al., 2018). Estos SNPs son comunes en la poblacion
humana: el 20% de los chinos son homocigoticos para el SNP de empalme (rs12252-C) y el 4% de los
europeos son homocigoticos para el SNP promotor (rs34481144-A) (Zani et al., 2018). La proteina
IFITM3 suina (sIFITM3) contiene el dominio funcionalmente conservado CD225, que comparte con
su ortdlogo humano los residuos (Y19, F74, F77, R86 e Y98) y que son esenciales para la actividad
antivirica de esta proteina. En el cerdo el gen para IFITM3 codifica 148 aminoacidos (Li et al., 2017);
la mayor expresion de este gen porcino tiene lugar en bazo y pulmones.
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ADAPTACION A LOS CAMBIOS DE TEMPERATURA?

Los influenzavirus aviares en sus hospedadore naturales, las aves de corral estan a temperaturas
de 40°5°C; en las vias respiratorias superiores de los mamiferos la temperatura es sensiblemente mas
baja; es decir los virus deben salvar esta dificultad en el salto de barrera de especie y lo hacen mutan-
do. Asi la infeccion de las mucosas de las vias respiratorias superiores humanas por influenzavirus
aviares, se ve dificultada por la incapacidad de estos virus de aves para replicarse a temperaturas de
32°C, relacionado con la presencia en la posicion 627 de la PB2 de Acido Glutamico en los HINT,
H2N2 y H3N2, mientras que la PB2 de las cepas humanas de estos mismos influenzavirus tiene en
esta posicion Lisina (Scull et al., 2009). También las NAs de los influenzavirus aviares tienen su
maxima actividad a temperaturas de 40°C, mientras que las de influenzavirus humanos requieren
temperaturas inferiores (Baigen et McCauley, 2003; Fiszon et al., 1989).

ADAPTACION DE LAS POLIMERASAS VIiRICAS AVIARES
A LOS NUEVOS HUESPEDES MAMIFEROS:?

Otra dificultad que deben superar los influenzavirus aviares para infectar a mamiferos es adaptar
sus polimerasas a éstos.

Las proteinas ANP32A codificadas en el hospedador son necesarias para apoyar la actividad de
la polimerasa del virus de la gripe A, y las diferencias entre especies en ANP32A pueden restringir
el rango de hospedador del virus de la gripe (Mistry et al., 2020). La polimerasa del virus de la gripe
A de origen aviar esté restringida en las células mamiferas. Las diferencias entre especies animales
de la familia de fosfoproteina acida 32 (ANP32A, B y E) pueden restringir el rango de huésped del
virus de la gripe. La ANP32A aviar ayuda a la actividad de una polimerasa de influenzavirus de origen
aviar. Sin embargo, la polimerasa de origen aviar es incompatible con la ANP32A humana y especies
mamiferas en general. La replicacion de IV aviares en células de mamiferos se ve obstaculizada por
la variacion especifica de especie, en las proteinas acidas de fosfoproteina nuclear 32 (ANP32), que
son esenciales para la replicacion del genoma del ARN virico. Las proteinas ANP32A de las aves
albergan 33 aminodcidos adicionales en comparacion con las proteinas ANP32A mamiferas (Staller
et al., 2024) y que son cruciales para su capacidad de colaborar con la polimerasa del virus de la gripe
de origen aviar (Mistry et al., 2020). ANP32B interactia con la subunidad PA de la polimerasa del
influenzavirus aviar (FluPolA) en su forma monomérica, en el sitio utilizado para su acoplamiento en
el dominio C-terminal de la ARN polimerasa II del huésped durante la transcripcion virica. ANP32B
actiia como cofactor, guiando a la polimerasa 4cida del influenzavirus aviar (FluPolA) a una asocia-
cion con ribonucleoproteinas para formar un dimero asimétrico, la plataforma de replicacion para
el genoma del I'V. La adaptacion mas comun en la polimerasa virica de origen aviar, para superar la
restriccion en las células de mamiferos, es la mutacion E627K'? en la subunidad PB2 de la polimerasa
(Almond, 1977; Subbarao et al., 1993; Mistry et al., 2020).

La adaptacion de la polimerasa aviar dependiente de ARN a las células mamiferas requiere unas
adaptaciones para poder utilizar el cofactor ANP32. La mutacion general en mamiferos de la posicion
627 de la PB2 por la que el 4acido glutdmico es sustituido por la Lisina (E627K) no se ha observado
en bovinos, excepto en una variante de IAV que infectd a una vaca de Kansas (Nguyen et al., 2024).
Sin embargo se ha detectado la mutacion M631L (leucina en vez de metionina) de la PB2 en los IV
aviares infectantes de bovinos (Uyeki et al., 2024). Se han detectado otras mutaciones en la polime-

12.- El acido glutdmico es sustituido por la lisina en la posiciéon 627 de la PB2.

16

Influenza - Bases moleculares de la transmisién interespecifica - ANGEL TATO JIMENEZ




rasa de distintos clados de IV aviares de bovinos, pero solo se ha demostrado actividad potenciadora
de la polimerasa virica, mediante la colaboracion del cofactor ANP32, cuando existe la mutacion PB2
M631L, en todos los mamiferos estudiados, hombre incluido (Fodor et al., 2024; Su et al., 2021); si
bien se ha observado interactuacion de la polimerasa con la ANP32B, cuando existe la lisina en la po-
sicion 497 de la PA (Fodor et al., 2024). En el curso de la transmision horizontal en el ganado vacuno
se producen deslizamientos, adaptaciones en el complejo polimerasa virica aviar, para adaptarse al
nuevo huésped bovino.

Las proteinas accesorias del IV, PA-X y PB1-F2, pueden regular la inmunidad innata del huésped
y la adaptacion del influenzavirus aviar a los mamiferos (Park et al., 2020). PB1-F2 modula la apop-
tosis y la muerte celular (Chen et al., 2001), la respuesta inmune innata del huésped (Leymarie et al.,
2013) y la actividad de la polimerasa viral (Mazur et al., 2008), influyendo en la patogénesis y facili-
tando infecciones bacterianas secundarias (Hu et al., 2020 Ma et al., 2019). Durante la replicacion del
virus, PB1-F2 desregula la sefializacion antivirica dependiente de RLR™ al adherirse a la proteina de
sefalizacion antivirica mitocondrial (MAVS) e interferir con la expresion de IFN (Yoshizumi et al.,
2014; Varga et al., 2012; Xiao et al., 2020).

RESPUESTA INMUNE/HOMEOSTASIA-MECANISMOS
DE DEFENSA DEL INFLUENZAVIRUS

Determinar como los virus escapan de la deteccion por parte del sistema inmune de las distintas
especies, e incluso en diferentes individuos de la misma especie animal, permitiria controlar la propa-
gacion de los Influenzavirus, asi como el desbordamiento epizo6tico y zoonoético.

ResPUESTA INMUNE INNATA

Constituye la primera linea de defensa contra los influenzavirus. Comprende las barreras fisicas:
integridad de piel y mucosas; mucosidad y colectinas, distintas células fagociticas, citoquinas, inter-
ferones y genes estimulados por interferones (Chen et al., 2018).

Tras el reconocimiento de los PAMPs (patrones moleculares asociados a patégenos) por parte
de los PRRs (receptores de aquellos patrones), se desencadena la inmunidad antiviral del huésped,
activandose diferentes cascadas de sefializacion, se liberan IFNs de tipo I, citoquinas y linfocinas
pro-inflamatorias. Los IFN-I inducen la expresion de genes estimulados por interferon (ISGs), que
traducen proteinas, que son las que en definitiva trataran de controlar la infeccion, replicacion e in-
vasion tisular del Influenzavirus. Hasta aqui seria la respuesta primaria o innata, que se complementa
con la adaptativa, la formacion de anticuerpos y con la actividad celulolitica y citotéxica (en células
infectadas por IVs y que exhiben en su superficie antigenos unidos a moléculas del MHC™ de clase
I) por parte de linfocitos T CD8+ (citotoxicos/citoliticos); e incluso puede desarrollarse una respuesta
inmune célulo-mediada dependiente de anticuerpos, al regular los componentes principales de estas
vias de sefializacion (Davis et al., 2015).

13.- Receptores semejantes a RIG-I (eje RIG-| MDA5 LGP2).
14.- Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

17

Influenza - Bases moleculares de la transmisién interespecifica - ANGEL TATO JIMENEZ




ResPUESTA INMUNE ADAPTATIVA

La inmunidad adaptativa esta mediada por linfocitos B y linfocitos T, caracterizados por células
de memoria especificas de antigeno, que captan y neutralizan el patégeno (Chen et al., 2018).

Respuesta Inmune Celular:

Los IVs infectan células epiteliales del aparato respiratorio, generalmente de la vias superiores,
aunque virus de alta patogenicidad pueden invadir los pulmones. Tras la deteccion del IV por los
PRRs, se produce un aflujo de células del sistema inmunocompetente a los lugares de infeccion:
macrofagos residentes, macrofagos alveolares y células dendriticas (DC), las quimiocinas liberadas
atraen células efectoras innatas circulantes, incluidos neutréfilos, monocitos y células NK (Iwasaki et
Pillai, 2014; Chen et al., 2018).

Los receptores estimuladores de las células NK 2B4 y NTB-A se unen a la HA e incrementan la
citotoxicidad de las células NK (Duev-Cohen et al., 2016); pero las NA del IV eliminan los residuos de
acido sialico del receptor de citotoxicidad natural 1 (NCR1), con lo que las NK no pueden reconocer las
HA del IV (Bar-On et al., 2013). Las NKs también se activan mediante la union de su CD16" (FCyRIII)
a la region Fc de los anticuerpos especificos contra la influenza e inicia la citotoxicidad celular mediada
por anticuerpos (ADCC), contra células infectadas por el IV (Jegaskanda et al., 2013c¢, 14). La presencia
de anticuerpos promotores de ADCC se correlaciona con la reduccion de la gravedad de la enfermedad
en los humanos y podria explicar la tendencia durante la pandemia de HIN1 de 2009, donde los indi-
viduos mayores, que tenian mas probabilidades de tener anticuerpos de reaccion cruzada en su suero,
no estaban tan afectados como los individuos més jovenes (Jegaskanda et al., 2013b; Valkemburg et al.,
2019). Segtin Vanderven et al (2016) los humanos producen anticuerpos contra las proteinas internas del
IV, con los que activan las células NK. En animales mamiferos de larga vida, las sucesivas infecciones
por I'Vs podrian inducir anticuerpos que promoverian ADCC, reduciendo asi, o eliminando la enferme-
dad clinica. Las NKs también pueden ser activadas a partir del reconocimiento del ARN del IV por el
TLR7, en bazo y pulmoén (Stegemann-Koniszewski et al., 2018).

Las células NK de memoria se localizan en el higado merced a la expresion del receptor de qui-
mioquinas CXCR6 y median las respuestas protectoras contra la infeccion secundaria por influenza
en ratones (Paust et al., 2010; Li et al., 2017). Para Dou et al (2015) existen evidencias de que la vacu-
nacion contra la influenza en ratones promueve el desarrollo de células NK de memoria que secretan
rapidamente grandes cantidades de IFN-y tras la infeccion artificial.

Células NKTi'® activadas con a-galactosilceramida mejoran la respuesta inmune innata tempra-
na sin afectar la inmunidad de las células T y reducen la carga de IVs en los pulmones de los ratones
infectados experimentalmente (Ho et al., 2008), incrementan la respuesta de LT CD8+ frente a la in-
feccion por IV A (Khan et Khan, 2021). Su actividad se debe a la produccidn de grandes cantidades de
IFN-y, la activacion de células NK y la amplificacion de la produccion de IL-12 por las células den-
driticas (van Dommelen et Dogli-Esposti, 2004); ademas la activacion de las células iNKT se corres-
ponde con un aumento rapido, pero transitorio, en las citocinas quimioatractivas. Esta regulacion de
quimiocinas proinflamatorias, reduce la probabilidad de que se produzca una tormenta de citoquinas.

15.- Componente del receptor de baja afinidad para Fc, FcyRIIl, media en la fagocitosis y citotoxicidad celular dependientes de
anticuerpos.

16.- Son Células NK con receptor TCR, cuya cadena de inmunoglobulina o. es invariante.
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De hecho, las citoquinas IL-12 e IFN-y y las quimioquinas MCP-1"" y MIP-2'8 inducen infiltracion de
neutrofilos y el incremento de monocitos en el lugar de infeccion (White et al., 2007; Fujisawa et al.,
1987, 2001; Tecle et al., 2007). Si bien donde mas importancia adquiere la infiltracion neutrofilica es
en las sobreinfecciones bacterianas, los neutrofilos fagocitan las células epiteliales pulmonares apop-
toticas infectadas por IV A, a partir de la activacion de TLR4, conjuntamente con anticuerpos, aunque
transitoriamente (Hashimoto et al., 2007; Fujisawa, 2008), debido a la produccion de IL4 (Ho et al.,
2008). Las iNKT parecen modular la liberacion de TNF-a, IFN-y y NO en la infeccion (Duthie et al.,
2005), asi como disminuir la infiltracion neutrofilica pulmonar (Michel et al., 2007), lo que disminu-
ye la probabilidad de que se origine una neumonia difusa debida al infiltrado neutrofilico.

La ADCC es una defensa inmunitaria mediada por células en la que los anticuerpos especificos
que se unen a los antigenos de la superficie de la membrana de las células diana también interactuan
con los receptores Fc de las células efectoras (las cé Natural Killer (NK)) y provocan la lisis de la
célula diana. Los anticuerpos ADCC suelen dirigirse contra proteinas internas del virus como M1 y
NP y son comunes tanto en adultos sanos como infectados. Por lo tanto, estos anticuerpos podrian
ofrecer una proteccion reactiva cruzada (Sayedahmed et al., 2024; Li et al., 2021; Caddy et al., 2020;
Vanderven et al., 1016). La ADCC podria ser el principal mecanismo en el que actian los anticuerpos
contra epitopos conservados (pero subdominantes) y contribuir a la puesta a punto de una vacuna
universal contra la influenza.

Los linfocitos T CD4+ reconocen por su TCR células infectadas por IV, merced a la presentacion
de antigenos en la superficie de aquellas, procesados en el contexto de moléculas MHC II. Los clones
de células T se activan tras la presentacion de antigenos, por parte de las APC (células presentadoras
de antigenos), células dendriticas principalmente (DC) y proliferan en los ganglios linfaticos antes de
convertirse en células efectoras funcionales (Lawrence et Braciale, 2004). Posteriormente las células
T regresan al lugar de infeccion, ya efectoras, entran en contacto con células infectadas (Roman et al.,
2002; Legge et Braciale, 2003).

Las células T reconocen una variedad de proteinas externas e internas del IV, cuyos antigenos
son expresados en la superficie de las células infectadas unidas a moléculas del MHC 1. La proteina 1
de matriz (M1) y la nucleoproteina intracelular (NP), que es la principal activadora de LT CD8+ (cito-
liticos), son determinantes en la inmunidad mediada por LT contra la influenza y son las responsables
de la inmunidad cruzada entre cepas de IVs. La presencia de células T CD8" memoria de reaccion
cruzada en pulmon, productoras de IFN-y e IL-2 suele corresponder a un proceso menos grave (Srid-
har et al., 2013). Los clones de células T especificos para HA o NA solo son efectivos frente a la cepa
especifica que los activé (Townsend et al., 1984; Braciale, 1977). No obstante se han detectado reac-
ciones inmunitarias cruzadas debidas a linfocitos T entre virus de influenza distintos: pHIN1, H5N1
y H7N9 y se correlacionan con la disminucion de morbilidad y mortalidad (McMaster et al., 2015;
Sridhar et al., 2013; Guo et al., 2011; Lee et al., 2008), lo cual es de gran importancia epizootioldgica/
epidemioldgica. Esta inmunidad cruzada es debida al reagrupamiento virico, que contienen proteinas
pertenecientes a los virus originarios del reagrupamiento y que en su momento indujeron la respuesta
celular inmune a aquellas. Los linfocitos T CD8+ son los principales efectores de la inmunidad cru-
zada frente a algunos virus de la influenza, sobre todo los que comparten identidad en las proteinas
NP y M1; sin embargo la respuesta protectora precisa de linfoquinas producidas por linfocitos TH
(CD4+ -TH1 productores de IFN-y e IL-2; TH2 productores de IL4- y Tctx (CD8+, citoliticos), asi
como de quimiocinas y citocinas e interleucinas (IL10 supresora e IL12 proinflamatoria) producidas
por macrofagos residentes, células dendriticas (DC), etc.

17.- Proteina quimioatrayente de monocitos.

18.- Proteinas inflamatorias producidas por macréfagos.
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Respuesta Inmune Adaptativa Humoral

Los linfocitos B, se transforman en células plasmaticas que producen anticuerpos. La principal
respuesta inmunitaria humoral es debida a anticuerpos circulantes especificos contra la hemaglutini-
na. Ademas, los anticuerpos pueden unirse a la superficie de las células infectadas e inducir citotox-
icidad mediada por células dependientes de anticuerpos o activacion del complemento (Chen et al.,
2018).

Los dos principales antigenos, tanto para la identificacion del IV, para su clasificacion como para
la induccion de anticuerpos, son la Hemaglutinina (HA) y la Neuraminidasa (NA), de la superficie de
la particula virica.

Generacion de Anticuerpos (Guthmiller et al., 2021)

Tras la primera exposicion a un influenzavirus las células B naive (inactivas) capaces de recono-
cer antigenos viricos, se activan y se convierten en plasmoblastos extrafoliculares, o bien en linfocitos
B de centros germinativos. La mayoria de los linfocitos B naive especificos de antigenos proteicos
se activan de forma T-dependiente, requiriendo de linfocitos TH CD4+ (Th2, que producen 1L4) para
diferenciarse en plasmoblastos (PBs) o linfocitos B de centros germinativos (GC B) (Vohr, 2005).
Estos plasmoblastos generan durante un corto periodo de tiempo IgM de baja afinidad, aunque de
alta avidez por antigenos de IV (Blanchard-Rohner et al., 2009) y constituyen un primer aporte de
anticuerpos protectores, en tanto se producen la maduracion por afinidad y la seleccion clonal en los
centros germinales (Guthmiller et al., 2021).

Los anticuerpos aparecen entre 7 y 14 dias post-infeccion o post-vacunacion, dependiendo de la
especie animal, de la edad del individuo, de la cepa de IV y de la carga infectante, asi como del estado
de salud y compromiso inmunitario del animal. En primer lugar se forman los centros germinativos,
los clones de células B (que también son presentadoras de antigenos) proliferan en ellos, en su zona
oscura, mutan sus genes de antiuerpos del BCR' en los lugares de union al antigeno, con lo que in-
crementan la afinidad por su epitopo especifico (Mayer et al., 2017; Stewart et al., 2018). Tras ello
las células B se localizan en la zona de luz, donde tratan de internalizar los antigenos presentados por
células dendriticas foliculares, compitiendo entre €llas. Los clones de células B que han capturado e
internalizado el antigeno presentan péptidos de antigeno, unidos a moléculas de MHC de clase II, a
linfocitos T helper foliculares (Tth) que poseen la misma especificidad de antigeno (Shulman et al.,
2014). Los Linfocitos B de centros germinales experimentan sucesivas proliferaciones mediante el
factor Myc® (Gitlin et al., 2014; Finkin et al., 2019). Las células B que no capturan antigeno y lo
presentan a las células Tth, sufren apoptosis (Liu et al., 1989). Los LB de centros germinales que
han interactuado con Tth vuelven a la zona oscura para madurar, o alternativamente diferenciarse en
Células Plasmaticas de larga duracion (LLPC); las que tienen menor afinidad pueden convertirse en
Células B memoria (MBC) (Wong et al., 2020; Guthmiller et al., 2021). Las MBCs especificas de
hemaglutininina tienen una afinidad muy variable, hasta indetectables (McCarthy et al., 2018; Mesin
et al., 2019); sin embargo los PB (plasmoblastos) derivados de células B memoria (MBC) tienen una
alta afinidad (Wrammert et al., 2008, 11). El primer contacto con IVs, bien por infeccion natural, bien
por Inmunizacion Activa determinaré el tipo de células B formadas, especialmente células B de larga
duracion (que en animales domésticos o de compaiiia de larga vida, podrian serles utiles frente a IVs

19.- Receptor Clonotipico de células B.

20.- Las proteinas Myc son factores de transcripcion implicados en el control de la progresion del ciclo celular, la apoptosis y la
transformacion celular.
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durante toda su vida) y con ellas la fortaleza de la respuesta inmune humoral, ya que los [Vs A mutan
muchisimo, bien por deslizamiento de sus glicoproteinas de superficie, bien por reagrupamiento de
diferentes virus infectantes de un individuo, la inmunidad conferida, solo valdrd contra posteriores
exposiciones al IV del primer contacto o a cepas estrechamente relacionadas (esta inmunidad cruza-
da es especialmente importante frente a proteinas internas del IV que pueden estar presentes en [Vs
originados por reagrupamiento; si bien los antigenos de las proteinas internas del virus generalmente
son controlados por la inmunidad celular -LT, NKT, Nk-).

La ruta de exposicion al IV también es importante a la hora de determinar que especificidades de
las células B se activen y se diferencien en subconjuntos de LBs de larga duracién

Activacion de MBC y células B ingenuas tras exposiciones repetidas a IAV

Los animales se defienden de los [Vs infectantes activando las células B memoria correspondien-
tes al primer contacto que tuvieron con [Vs, a edad temprana, por lo general. Los CMB seleccionados
se dirigen a epitopos compartidos de exposiciones anteriores, que incluyen epitopos conservados y
variables, y se convierten en plasmoblastos, o bien vuelven a introducirse en Centros Germinales para
madurar y adquirir mayor afinidad contra la cepa infectante (Mesin et al., 2019; Turner et al., 2020;
Dugan et al., 2020). Tanto unos como otros incrementan su afinidad; los que no tienen afinidad no
participan en la respuesta secundaria, pero pueden volver a convertirse en MBCs (Viant et al., 2020).
Otras células B inmaduras pueden ir a centros germinales secundarios y generar una nueva respuesta
humoral, hecho que constituye una respuesta policlonal, que diversifica la respuesta de anticuerpos
contra epitopos compartidos por distintos antigenos de IVs (Mesin et al., 2019; Turner et al., 2020);
y a la vez se generan células plasmaticas de larga duracion (LLPC) y células B memoria (MBC), en
estos centros germinales secundarios. Las MBCs activadas en los centros germinales tienen actividad
cruzada frente a anteriores IVs que hayan infectado al individuo, mientras que las LBs naive son
especificos de la cepa infectante de novo (Turner et al., 2020), con lo que se generan nuevos plasmo-
blastos y MBCs contra nuevos antigenos (de los nuevos influenzavirus que han infectado al animal).
Tras una nueva infeccion los MBCs son reactivados; si proceden de cepas vacunales se recuperan los
correspondientes a anticuerpos contra la hemaglutinina (HA) (Guthmiller et al., 2020; Henry et al.,
2019), mientras que si han sido generados como consecuencia de infecciones anteriores suelen co-
rresponder a Neuraminidasa (NA) y Nucleoproteina (NP) (Chen et al., 2018; Dugan et al., 2020). Los
MBCs capaces de reaccionar contra la nueva cepa infectante son reactivados, independientemente de
su mayor o menor afinidad antigénica.

En dependencia de la distancia antigénica (variacion antigénica) existente entre el IV infectante
y los IVs que generaron anteriormente inmunidad en el individuo, el sistema inmune recuperara pre-
ferentemente los MBCs ampliamente reactivos. Si el individuo ha sido infectado por la misma cepa
que origind la respuesta inmune anterior, o una cepa muy parecida, se activaran MBCs contra epito-
pos variables de la cabeza de la HA (Dugan et al., 2020; Andrews et al., 2015; Guthmiller et al., 2020,
21), ya que la distancia antigénica entre los virus es pequefia. La vacunacion y la infeccion con virus
antigénicamente distantes pueden conducir a la activaciéon de MBCs con un amplio rango de neutra-
lizacion virica, que podria proporcionar proteccion contra IAV antigénicamente distintos dentro del
mismo grupo HA (Fonville et al., 2014).

No obstante, en el caso de influenzavirus aviares en mamiferos, la recuperacion de los MBCs
puede incrementar los anticuerpos contra los epitopos protectores conservados dentro de los grupos
IVs aviares, pero la activacion preferencial de los MBC contra el subtipo de IV aviar que origind la
primera respuesta puede dejar a individuos susceptibles a infecciones por IVs aviares antigénicamen-
te distantes, siendo més susceptibles a la infeccion con un IV aviar diferente (Gostic et al., 2016, 19).
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La activacion preferencial de los MBC de reaccion cruzada, procedentes de exposiciones durante
las primeras edades de los animales también puede afectar negativamente a la inmunidad humoral
contra una variante derivada del mismo subtipo, ya que los anticuerpos neutralizantes de alta afinidad
contra la cepa originaria de aquellos MBCs pueden tener una baja afinidad y no neutralizar la nueva
cepa (Linderman et al., 2016). También la reactivacién de los CMBs puede permitir el reingreso de
los linfocitos B de baja afinidad en los GC para madurar e incrementar su afinidad contra la variante
virica derivada. En particular, los anticuerpos contra RBS muestran fuertes caracteristicas correpon-
dientes a la primera activacion inmune, con lo que generalmente neutralizan potentemente las cepas
mas relacionadas con la que origind la memoria inmune, pero no las cepas contemporaneas (Ekiert
et al., 2012). Los clones de LB frente a RBS (dominio de unién a receptor del IV), incrementan la
afinidad con sucesivas infecciones, reentrando en los centros germinales (McCarthy et al., 2018, 19;
Guthmiller et al., 2021), lo que permite el incremento de la diversificacion de LBs frente a IV, e in-
cluso I'Vs aviares, si bien es cierto que en animales mayores, especialmente en humanos, se activan
las MBCs dirigidas a antigenos conservados (correspondientes al primer contacto con IVs) (Ju et al.,
2018), como los NP, pero rara vez inducen anticuerpos neutralizantes contra HA (Henry et al., 2019),
por lo que es mas dificil que los animales muy mayores generen anticuerpos neutralizantes frente a
nuevos [Vs que los jovenes (Sasaki et al., 2011). Esto puede ser debido a que los MBCs de ratones y
humanos viejos presentan menor tasa de mutacion, ya que tienen disminuida la presencia de citidina
deaminasa (Frasca et al., 2004, 08), con lo que se dificulta su activacion; ademas de que presentan
mayor dificultad para reentrar en los centros germinales (Goenka et al., 2014) y entrar en contacto con
LTth (Hill et al., 2021), lo que dificulta que los LB puedan responder adecuadamente a nuevas cepas
de IV y a los IVs vacunales (Carr et al., 2021).

Factores que limitan la inmunidad humoral robusta y la induccién de bnAbs

Competencia por Antigenos, ayuda con células T

Los LB seleccionados por su especificidad como de larga duracion, dependen de su capacidad
para competir con otros clones de LBs por los antigenos. Los clones de células B dirigidos al mismo
antigeno, como HA, pero a epitopos distintos, compiten por el mismo antigeno (HA), en el centro
germinal, con clones de células B de mayor afinidad seleccionados preferentemente de entre los gru-
pos de LLPC. Ademas, los MBC con apreciable afinidad tienen mas probabilidades de incrementar su
afinidad en los GC secundarios, mientras que los MBC de baja afinidad no vuelven a entrar en los GC
secundarios y pueden rediferenciarse rapidamente en MBC (Viant et al., 2020). Los PB especificos
para una cepa, logicamente poseen una afinidad mas alta para la cepa de IV inductora, mientras que
los PB contra los epitopos conservados, de anteriores contactos con otros I'Vs, tienen mayor afinidad
por las cepas anteriores que las indujeron (Dugan et al., 2020). Asi los MBCs reactivados contra
epitopos conservados tienen menor afinidad en los GC que los MBC especificos de los nuevos I'Vs.

Hay epitopos de HA de dificil acceso, por los que los LBs tienen dificultad para contactar con
ellos y activarse; especialmente les resulta complicado para los que estan en la region del tallo de
la HA, ya que aquel se situa dentro de la membrana virica y los viriones poseen gran cantidad de
glicoproteinas en su superficie (Vasilewski et al, 2012; Gallagher et al., 2018). Ademas, el RBS de
la cabeza de HA es un epitopo excepcionalmente pequefio y la mayoria de los anticuerpos utilizan
solo la tercera region determinante de la complementariedad de su cadena pesada para unirse a los
residuos conservados del RBS (Ekiert et al., 2012; Schmidt et al., 2015), con lo que los LBs dirigidos
a estos epitopos tendran menos avidez o tendran la avidez correspondiente a una combinacion de
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las afinidades de multiples sitios de union a anticuerpos. Si un epitopo es de dificil acceso, es poco
probable que los sitios de union de un BCR puedan unirse al antigeno o que multiples BCR de una
célula B puedan unirse al antigeno, en un proceso conocido como agrupacion de BCR. En ausencia de
la agrupacion de BCR, las células B son menos eficientes para internalizar el antigeno que se puede
presentar a las células T CD4 (Kim et al., 2006; Katkere et al., 2012). Logicamente los LB con mayor
avidez son inmunodominantes y las células B que se dirigen a epitopos dificiles de alcanzar tendran
menos probabilidades de activarse y diferenciarse en PB o entrar en GC (Guthmiller et al., 2021).

Como Los LB necesitan para su activacion de los LTH, son los de mayor afinidad las que con-
siguen presentar el antigeno a los linfocitos helper CD4; estos antigenos son principalmente las NP
y M1, en vez de las glicoproteinas de superficie HA y NA (Richards et al., 2018), aunque los LTth
suelen especializarse en la HA (Leddon et al., 2015).

Neutralizacion por anticuerpos

Las células plasmaticas generadas por LBs producen, tras el contacto con Vs anticuerpos IgA,
IgM e IgG (Price et al., 2020). Los LBs también pueden producir Inmunoglobulinas (anticuerpos),
que quedan unidos a su superficie, tras la captacion de antigenos, y que les sirven, entre otras fun-
ciones para interactuar con células NK. Las células Plasmadticas secretoras de IgA poseen genes para
receptores de quimiocinas CCL25, 27 y 28, asi como la integrina beta 7 abundantes en mucosa diges-
tiva y respiratoria, por lo que la IgA se asocia con la defensa mucosa frente a la influenza (Kunkel et
al., 2000; Wurbel et al., 2000); las madres porcinas transfieren a sus lechones IgA mediante calostro y
leche. En tanto que las células plasmaticas secretoras de IgG e IgM expresan niveles significativos de
Cxcr4 (receptor de CXCL12). E1 CXCL12 prevalece en médula dsea y células plasmaticas de larga
vida (Hargreaves et al., 2001; Nie et al., 2004; https://www.3tres3.com/articulos/el-sistema-inmunita-
rio-y-la-inmunidad-en-el-cerdo-inmunidad-de-mucosa 38827/). En cerdo se detectan IgM e IgG anti
HA (de A/swHINI) a los tres dias post-infeccion experimental; la IgA en la mucosa nasal aparecid
un dia después (Lee et al., 1995).

En referencia a la influenza aviar existen tres isotipos de anticuerpos en aves: una molécula de
alto peso, IgM; dos subclases (7-8) del tipo IgG que constituyen la mayor cantidad de inmunoglobu-
linas en el plasma; y una del tipo IgA que se encuentra en las secreciones externas como la vesicula
biliar y el oviducto (Lebacq-Verheyden et al 1972). Las gallinas producen una molécula de Inmu-
noglobulina, IgY, que es funcionalmente equivalente a la IgG de los mamiferos (Warr et al., 1995).
Las IgY se encuentran en el suero de los pollos y se transmiten de las gallinas al embrién a través de
la yema del huevo, transmitiendo una alta concentracion de IgY de gallina al embrion en desarrollo
(Carlander et al., 1999; Nguyen et al., 2010).

Los anticuerpos neutralizantes mas potentes reconocen el RBS en HA.

Repertorios de células B restringidas y polireactividad/autoractividad de bnAbs: Los
bnABS son anticuerpos ampliamente neutralizantes contra la HA del IV. Los anticuerpos de unién a
RBS, con H-CDR3 largos (el RBS de la cabeza de la HA es un epitopo excepcionalmente pequefio, y
la mayoria de los anticuerpos s6lo utilizan la region 3 (CDR3) determinante de la complementariedad
de la cadena pesada para unirse a los residuos conservados del RBS), imitan la unidn a acidos sialicos
(Ekiert et al., 2012), por lo que los dominios de cabeza y tallo se unen a LB especificas para ellos.

Los anticuerpos dirigidos a epitopos conservados de HA a menudo son polireactivos?' (Andrews
et al., 2015; Guthmiller et al., 2020). Estos antcuerpos pueden neutralizar un més diverso niumero de
I'Vs distintos; pero pueden originar autorreactividad (Bojic et al, 2019; Guthmiller et al., 2020). Ade-

21.- Tienen capacidad para unirse a multiples antigenos molecularmente distintos.
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mas, la polireactividad es inherente a las células B ingenuas que se dirigen a epitopos conservados,
que se seleccionan preferentemente en el grupo de MBC frente a los epitopos ampliamente neutra-
lizantes (Guthmiller et al., 2020). Como la polirreactividad y la autorreactividad son los principales
contribuyentes a la eliminacion clonal (Wardemann et al., 2003), el repertorio de células B naives
contra los epitopos conservados de HA puede reducirse aiin més.

FISIOPATOLOGIA

La infeccion por [Vs se produce por via oral/digestiva principalmente en aves y por via respira-
toria en mamiferos fundamentalmente, aunque ambas vias pueden ser productivas en ambas Clases
zooldgicas.

La patogénesis de la infeccion por el virus de la gripe se debe principalmente al aumento de la
replicacion virica y/o a la inhibicion de las vias antiviricas celulares y humorales, siendo la perturba-
cion del sistema de ubiquitina celular el mecanismo mas comun y conocido.

En la via respiratoria las células epiteliales producen mucinas, que contribuyen a la restriccion de
la infeccion por IVs (Roy et al., 2014). Estas glicoproteinas son ricas en acidos sidlicos, que pueden
actuar como receptores de influenzavirus, que quedan retenidos por ellas, evitando que infecten las
c€lulas epiteliales (Mcauley et al., 2017). Sin embargo la neuraminidasa puede inhibir esa accion re-
tenedora (Cohen et al., 2013). Yang et al. (2016) observan que la mutaciéon D151G en la NA permite
la unidon de A/H3N2 aviar (que tiene avidez por el receptor a2-3) al receptor mamifero a2-6 de acido
sialico. Pero esta mutacion disminuye la actividad enzimética de la NA, necesaria para desprender la
HA de sus receptores (Yang et al., 2016; Gulati et al., 2013).

Células NK, NKT (células asesinas naturales con TCR a.,f de linfocitos) y linfocitos T son esen-
ciales en las respuestas del huésped a la infeccion por influenza. Las NK y NKT actian tanto en la
inmunidad innata como en la respuesta adaptativa y conectan y modulan ambas respuestas. Producen
citocinas inmunomoduladoras y median la respuesta citotoxica a la infeccion. Un desequilibrio en las
respuestas de las células NK y T puede producir inflamacién pulmonar con dafio tisular, lo que con-
llevaria a una infeccidn incontrolada por el sistema inmune. La mayor letalidad debida a la influenza
se debe al descontrol de la inflamacion, consecuencia de una tormenta de citoquinas (Frank et Paust,
2020). Las células NK y las células T contribuyen a la tormenta de citoquinas, pero también son ne-
cesarias para la eliminacion viral.

Los IV A de alta patogenicidad, como los HSN1 y HIN1 inducen en sus huéspedes la produccion
de elevadas cantidades de factores proinflamatorios, TNF-a, IFN-y IL-6, IL8, IL12, IL17, IL18, MCP-
1 e IP-10%, llegando a inducir una tormenta de citoquinas (Wang et al., 2010; Cheng et al., 2011) y
que son las responsables tltimas de las muertes originadas por cepas altamente patdégenas de IV como
A/H5N1 (Jong et al. 2007). Para no perjudicar la vida del huésped se necesita una homeostasia, que
module la inmunidad antiinfluenzavirus; el organismo animal recurre a la epigenética. A la activacion
de los distintos factores de transcripcion se corresponde un mecanismo de regulacion (Smale, 2012);
de modo que se establece un continuo activacion transcripcional-inhibicion transcripcional. La ini-
ciacion de la transcripcion, a nivel nuclear, depende de la estructura de la cromatina: la transcripcion

22.- Quimiocina proteina 10 inducida por INF (IP-10 o CXCL10) es secretada por macréfagos, monocitos y células endoteliales en
respuesta al INF.
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de los genes promotores de inmunidad ifit2, ifit3* y mx requieren una remodelacion del nucleosoma
mediante SWI/SNF?* y la modificacion de histonas H3K4M3% 6 H3K9/K 14ac?® (Ramirez-Carrozzi
et al., 2009). Asi el promotor del IFN-y esta regulado por el IncRNA? NeST (denominado asi por
eliminar la Salmonella pero no el virus de Theiler en el raton), que se une al componente del complejo
metilasa H3K4 WDRS para alterar los niveles de metilacion de histonas (Gomez et al., 2013).

Durante la infeccion por IV A, éste puede alterar el metabolismo de la célula huésped, transfor-
mando el entorno celular para facilitar su replicacion, provocando apoptosis. El ARN de interferencia
(ARNI1) es un mecanismo antivirico en animales (Fire, 2005). Como mecanismo especifico de silen-
ciamiento génico, el ARNi induce la degradacion eficiente y especifica del ARNm homologo a través
del ARN de doble cadena, lo que conduce al silenciamiento de genes diana especificos e inhibe su ex-
presion a nivel postranscripcional y traslacional (Lares et al., 2010). En cuanto a los virus, el dsSRNA
IV A (en determinados momentos el RNA del IV posee cadena doble) y el IV A puede ser reconocido
por la ARNasa III, que pertenece a la familia de enzimas Dicer, y lo escinde en pequefios fragmentos
de ARN de interferencia (siRNA) para formar un complejo funcional de silenciamiento inducido por
ARN (RISC). Este ARN de segmento pequefio de doble cadena, (ARNsi), también puede sintetizarse
in vitro; consta de ARN de sentido positivo y antisentido que pueden transfectarse en células para
formar el RISC. El RISC se combina especificamente con el ARN complementario del virus, degrada
el ARNm homologo y silencia los genes correspondientes (Tijsterman y Plasterk, 2004). Este silen-
ciamiento génico postranscripcional (SGPT) se denomina ARNi. Y como puede sintetizarse in vitro
(Huo et al., 2018) puede utilizarse como terapéutica.

AcTivacioN DE ViAs DE SENALIZACIONS

La respuesta inmune comienza con el reconocimiento del virus por parte de los receptores de re-
conocimiento de patrones moleculares asociados a patogenos (PRRs), en el caso de los Influenzavirus
el TLR3 y el eje RIG-I/MDAS5/LGP2% son los principales receptores de reconocimiento de patdogenos
implicados en su deteccion. RIG-I es un sensor de ARN extrafio, que identifica ARN virico de doble
cadena (dsRNA). Esta especialmente activado durante la infeccion por IV A (Yoneyama et al., 2004,
8). Se trata de una helicasa ARN con dos dominios de activacion y reclutamiento de caspasa N-termi-
nal (CARD), un dominio principal de helicasa y un dominio C-terminal (CTD) (Jiang et Chen, 2011).

23.- Son genes inducidos por IFN, transcritos al comienzo de la infeccion virica. IFIT1/5, proteinas inducidas por IFN con 1-5 5 re-
peticiones tetratricopeptidicas; IFITM, proteina transmembrana inducida por interferén, bloquea la etapa temprana de la infeccion
virica; OASL (2'-5'-oligoadenilato sintetasa) actia como sensibilizador de RIG-I, uniéndose al dominio de activacién y reclutamiento
de caspasay mejorando la produccién de interferén; MxA, (proteina de resistencia al mixovirus) eleva su presencia en la fase aguda
de la infeccién.

24.- SWitch/Sucrose Non Fermentable es un complejo proteico remodelador del empaquetamiento del ADN en los nucleosomas,
en células eucariotas.

25.- H3K4me3 es una modificacion epigenética de la proteina de empaquetamiento del ADN Histona H3 que indica la trimetila-
cién en el 4° residuo de lisina de la proteina histona H3 y que a menudo estd implicada en la regulacién de la expresién génica. El
nombre denota la adicion de tres grupos metilo (trimetilacién) a la lisina 4 de la proteina histona H3.

26.- Histona 3 (H3) acetilada en K9 -lisina- y en K14.

27.- Segmento Largo no codificante de ARN.

28.- Lafamilia de RLRs consiste en tres proteinas, RIG-I, MDAS5 y LGP2. RIG-I y MDAS5 detectan dsARNSs virales y activan una cascada
de sefalizacion para la produccién de interferones (INF) como respuesta antiviral. Sin embargo, aunque tienen muchas similitu-
des, LGP2 no actua igual, sino que se piensa actualmente que podria ser un regulador negativo de RIG-l y MDA5; LGP2, no tiene la
habilidad de inducir la sefalizacién por si solo debido a la ausencia de los dominios CARD, pero se ha visto que es necesario para
una respuesta antiviral efectiva mediada por RIG-1y MDA5.
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Estos dominios necesitan unirse al ARN y a la Proteina de Sefializacion Mitocondrial (MAVS) como
adaptadores descendentes (Davis et Gack, 2015). RIG-I sufre una modificacién post-traduccional
(PTM) por ubiquitinacion, una vez que estd unido al dsSARN mediante su dominio CARD, es poliubi-
quitinado en K63 por la lisina 172 de TRIM25 (Gack et al., 2007; Okamoto et al., 2017). RIG-I tam-
bién es ubiquitinado por la ligasa E3 Riplet?® (Oshiumi et al., 2009,10; Gao et L., 2009). (PB1 primero
se une al extremo 5’ del ARN virico (ARNV), activando PB2 y haciendo que el extremo 3’ del ARNv
forme una zona de doble cadena con el extremo 5°). La estimulacion de estos origina una cascada de
sefializacion/fosforilizacion que concluye en la activacion de los factores de transcripcion IRF3/7%
y NF-kB?'; como consecuencia se producen inmediatamente IFN de tipo I y 111, se inducen ISGs los
que a su vez originan la sintesis de grandes cantidades de proteinas antiviricas. La acumulacion de
ISGs en el citosol, incluidas las IFIT2 e IFITM3 (Everitt et al., 2012) y la proteina MX3? (Ménz et al.,
2013), proveé resistencia antivirica. Las proteinas IFIT-2 y 3 de humanos y la IFITS de aves muestran
propiedades antivirus influenza mediante el secuestro del ARNv por unién al 5'-trifosfato (Husein
2024). IFIT en el pato secuestra las NPs viricas (Rong et al., 2018). La interaccion entre el RIG-I
ubiquitinado y los MAVS induce la produccion de IFN tipo I, concretamente el IFN-f (Yoneyama
et al., 2004). La oligoadenilato sintetasa (OAS), que corresponde también a los genes inducidos por
IFN, detecta el ARN virico y convierte el ATP en 2,5-oligoadenilato, el cual activa a la ribonucleasa
L, que degrada el ARNv, con lo que restringe la infeccion (Li et al., 2016).

Otra actividad antivirica depende de la interaccion entre las proteinas del IV NS1 y NP y la
helicasa DDX3 del animal infectado, que ejerce actividad antivirica mediante la regulacion de la for-
macion de granulos de estrés® (Thulasi Ramal et al., 2016).

A diferencia de los o6rdenes Charadriiformes y Anseriformes, el orden Galliformes, como galli-
nas, pavos y otras aves de corral son muy susceptibles a la Influenza clinica, en las que origina altas
tasas de morbi-mortalidad. Una de las razones ser podria ser la ausencia de determinados receptores
(PRRs) y con ellos déficits en las vias de sefializacion y en definitiva falta de moléculas de accion
antiviricas.

En el caso de gallinas (Gallus gallus), pavos (Meleagris gallopavo) no se ha demostrado la
existencia del gen ortdlogo del ddx58 (humano) que codifica para el sensor de ARN de doble cadena
RIG-I; también se ha observado la falta de algunos receptores TLR, incluso algunas citoquinas (Ma-
gor et al., 2013). En anseriformes, en patos (Anas acuta) concretamente, si se ha detectado la proteina
RIG-I funcional (Barber et al., 2010). No obstante las galliformes si poseen el MDAS, del eje RIG-I/
MDAS/LGP2 (Liniger et al., 2012).

29.- RING finger protein leading to RIG-| activation.

30.- Factores reguladores del interferén que se expresa constitutivamente y experimenta una modificacién posttransduccional
tras la infeccion virica, se fosforiliza y se transloca al nticleo, se une al ADN y activa la transcripcion de genes ipara interferones tipo I.

31.- Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas. Es un complejo proteico que controla la
transcripcion del ADN.

32.- Las proteinas de resistencia a los mixovirus (Mx) son grandes GTPasas evolutivamente conservadas similares a las dinaminas
que intervienen en la resistencia viral desencadenada por los IFN de tipo | y Il [144]. La MxA humana es una proteina citoplasmatica
que confiere resistencia a un gran nimero de virus como el VSV y el IAV.

33.- Granulos citoplasmaticos compuestos de ribonucleoproteinas que se forman solo cuando las vias activadas por estrés detie-
nen el inicio de la traduccién. Los granulos de estrés y los cuerpos de procesamiento secuestran mRNP (mARN unido a proteina)
inactivos. Los granulos de estrés eliminan los mRNP a través de la autofagia y pueden interactuar con los Cuerpos-P (en ellos los
ARNm de la maquinaria de traduccién estancada se desadenilan y se condensan para su secuestro).
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Activacion del Sistema Inmune del Animal infectado

Génica y epigenéticamente los genes que traducen proteinas viricas y del huésped son modula-
dos por segmentos largos no codificantes de ARN y por mecanismos epigenéticos que actian sobre
la cromatina. Proteomicamente, las proteinas del Huésped y del virus influenza son modificadas me-
diante procesos de ubiquitinacion, tendentes a favorecer la respuesta del sistema inmune del animal y
la propagacion del virus. Es decir, del balance entre virulencia (entendida como replicacion y expan-
sion tisular del IV) y respuesta inmunitaria, depende la aparicion de enfermedad.

La maduracion y estabilizacion del ARNm son criticos en la regulacion postranscripcional.
Las ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNPs) regulan la transcripcion de genes y la
posterior modificacion del ARN recién sintetizado en el nticleo: las hnRNP L y A/B se asocian con
la induccion de los genes inmunitarios para a.-TFN y CCL5**, mediante la interaccion con el IncR-
NA (segmento largo de ARN no codificante) THRIL (TNF y HNRNPL -ARN no codificante largo
inmunorregulador-) y el lincRNA-Cox2 (regula la respuesta inflamatoria inducida por TLRs) res-
pectivamente (Carpenter et al., 2013; Li et al., 2014); lo que implica la actuacion de correguladores
en la homeostasia entre los genes correspondientes a la inmunidad innata (activacion/inhibicion).
El muy importante factor de transcripcion NF-kB en la inmunidad innata, esta regulado por distin-
tos miRNA3®*; el TRAF6°¢ es regulado a la baja por un micro ARN de interferencia, el miR-146a,
que esta sobreexpresado en células NK y LT (Moghoofei et al 2018; Iwasaki et al., 2014), en las
infecciones por influenzavirus HIN1 y H3N2. Se ha determinado que el miR-146a%" se encuentra
sobreexpresado en infecciones por HIN1 y H3N2 (Buggele et al., 2012; Terrier et al., 2013); sin
embargo la inhibicion de miR-146a resulta en un significativo incremento de la carga virica y
difusion organica de HIN1 y H3N2 (Ma et al., 2016). La infeccion virica induce la transcripcion
de miRNA-146a, que suprime la expresion de TRAF6 y la activacion de NF-kB; pero también
disminuye la replicacion del influenzavirus (Ma et al., 2016). Otro segmento microinterferente de
ARN, miR-302c impide la traslocacion al nicleo de NF-kB, porque su mecanismo de interferen-
cia dificulta la expresion de la quinasa inductora de NF-kB (Gui et al., 2015). Tras la infeccion
por influenzavirus se produce una disminucion de miR-302c, lo que acarrea un incremento de la
expresion de IFN tipo I y de NF-xB, lo que origina disminucion de la replicacion virica (Ma et al.,
2016). Ademas se produce inhibicion de la transcripcion de los vtRNAs*® (Ma et al., 2016; Agha-
jani, 2023) por contra, una expresion forzada de aquellos incrementa la propagacion virica (Li et
al., 2015), debido a que los vtRNAs impiden la expresion de la proteina quinasa R (PKR), por la
proteina NS1 de influenzavirus y la respuesta del IFN tipo I, ambos importantes componentes de
la respuesta inmune innata (Kunkeav et al., 2013; Lee et al., 2014; Li et al 2015; Ma et al., 2016).
También es importante el papel desarrollado por la GBP13° que inhibe la replicacion temprana del

34.- Quimiocina de tipo CC que atrae a eosindéfilos, monocitos y linfocitos. Es una quimiotactina de eosinéfilos potente y selectiva.
35.- Micro RNAs de interferencia.
36.- Factor 6 Asociado a Receptor de TNF.

37.- miR-146a es un miARN abundantemente expresado en varios tipos de células de mamiferos. miR-146a tiene multiples prue-
bas de su implicacién en la inflamacion, la diferenciacion y la funcién de las células inmunitarias adaptativas e innatas.

38.- Pequerios ARN no codificantes con una longitud de 80 a 150 nucleétidos producidos por la ARN polimerasa lll. Forman parte
de las particulas citoplasmaticas “béveda’, grandes particulas ribonucleoproteicas con una morfologia en forma de barril.

39.- proteina de unién a guanilato inducida por interferén 1. Pertenece a la superfamilia de dinamina de las grandes GTPasas.
gGBP1 inhibe la produccién de citoquinas mediante su actividad GTPasa.
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influenzavirus H5N1, asi como la produccion de las citoquinas CCL2 y CXCL10%, inducidas por
el virus (Jiang et al., 2024).

Los influenzavirus AHIN1, H3N2, H7N7, inducen en sus huéspedes la generacion de secuencias
largas intergénicas no codificantes de ARN (lincRNA), que denominan VIN. Winterling et al (2014)
observan que la interaccion de determinadas cepas de influenzavirus con la parte no codificante del
genoma del hospedador, dando origen a estas VIN, se relaciona con la patogenicidad y virulencia del
Influenzavirus. Los LncRNAs VIN potencian la infeccion por IV A suprimiendo la expresion de IFN
e ISGs anti-IV (Wang et al., 2020). Asi el IncNRAV*' es sobretranscrito durante la infeccion por in-
fluenzavirus, lo que determina bajos niveles de ARNm para algunos ISGs*? criticos (ifit2, ifit3, ifitm3,
oasl 'y mxa), cuyas traducciones proteicas se reducen significativamente en las células que sobreex-
presan el NRAV (Ouyang et al., 2014).

Mecanismos de Defensa del IV

El virus contrapone a esta respuesta inmune innata su proteina NS1, que contiene un domi-
nio N-terminal de unién a ARN (RBD) responsable de interactuar con el ARN de doble cadena, y
una sefial de localizacion nuclear (NLS) que se superpone con el RBD (Nogales et al., 2022; Marc,
2014); existe otra sefal de localizacion nuclear en la NS1 de muchas cepas de IVs A, localizada en
el dominio C-terminal (Greenspan et al., 1988); un dominio efector (ED) que contiene una sefial de
exportacion nuclear (NES), que favorece la localizacion de la proteina NS1 tanto en el niicleo como
en el citoplasma de la célula infectada por el IV (Li et al., 1998) y que interactia con proteinas anti-
viricas inducidas por IFN (Thulasi Raman y Zhou, 2016; Nogales et al., 2018b); un dominio (en la
cola C-terminal (CTT)) que contiene un motivo de union a PDZ* que esta asociado con la patogéne-
sis de IVs A, pero que no esta presente en todos los IVs (Hale, 2014). NS1 se une e impide tanto la
ubiquitinacion de TRIM25 como la de RIG-I mediada por Riplet, lo que resulta en una perturbacion
de la produccion de IFN (Marc, 2014). En lugar de afectar al nivel de expresion de TRIM25, NSI1
interactia con el dominio central en bobina (CCD) de TRIM25 y suprime el cambio conformacional
y en consecuencia la actividad enzimatica de TRIM25, que es esencial para la ubiquitinacion en el do-
minio CARD de RIG-I (Gack et al., 2009; Chiang et al., 2021). El influenzavirus utiliza la ubiquitina
ligasa NEDD4* y la metiltransferasa SET7 para degradar la proteina antivirica IFITM3, que impide
la entrada del virus influenza (Chesarino et al., 2015; Shan et al., 2013); mientras que la desmetiliza-
cion de IFITM3 por LSD1* controla la proliferacion virica (Shan et al., 2017).

NSI inhibe la sintesis de IFN mediante la interaccidon con el gen inducible por 4cido retinoico
(RIG-I) (Opitz et al., 2007; Mibayashi et al., 2007). La inhibicion de la produccion de IFN parece es-
tar mediada por la interrupcion de la formacioén de complejos RIG-1/MAVS (Hu et al., 2020; Gack et
al., 2009; Rajsbaum et al 2012; Liedmann et al., 2014). La NS1 de diferentes cepas de IV evita la ubi-
quitinacién y activacion de RIG-I al suprimir la interaccion con TRIM25, que es un requisito previo

40.- Elligando de quimiocina 10 (CXCL10), 6 proteina 10 inducida por interferén gamma (IP-10) o citocina pequena inducible B10.
Quimioatrayente de macroéfagos, LT, NK.

41.- Regulador negativo de respuesta antivirica.
42.- Genesinducidos por interferon.

43.- Dominio estructural comun de 80-90 aminoacidos que se encuentra en proteinas de sefalizacién. Ayudan a anclar proteinas
transmembrana al citoesqueleto y mantener unidos los complejos de sefalizacion.

44.- Delinglés, Neural Precursor Cell Expressed Developmentally Downregulated Protein 4. Es una proteina-ubiquitina-ligasa E3, ubi-
cada en el citoplasma que marca proteinas para ser degradadas en el proteosoma.

45.- Ladesmetilasa 1 especifica de lisina (LSD1) funciona como un corregulador transcripcional al modular la metilacién de histonas.

28

Influenza - Bases moleculares de la transmisién interespecifica - ANGEL TATO JIMENEZ



https://www.frontiersin.org/journals/cellular-and-infection-microbiology/articles/10.3389/fcimb.2022.954811/full
https://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Transducci%C3%B3n_de_se%C3%B1al
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_transmembranal
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_transmembranal
https://es.wikipedia.org/wiki/Citoesqueleto
https://es.wikipedia.org/wiki/Idioma_Ingl%C3%A9s

para mediar la ubiquitinacion de RIG-I (Gack et al., 2009; Koliopoulus et al., 2018; Sanchez-Aparicio
et al., 2017). Ademads, el dominio de union a receptor de la NS1 de la cepa HIN1 de 1918 se adhiere
directamente al dominio CARD de RIG-I, bloqueando su ubiquitinacion (Jureka et al., 2015). NS1
también puede inhibir el factor regulador de IFN (IRF3), la proteina activadora 1 (AP-1) (Ludwig
et al., 2002) e impedir la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB), con lo que no se induciran
los genes antiviricos derivados de la traslocacion al nucleo de aquella (Wang et al., 2000; Gao et
al., 2012). NS1 inhibe determinados genes antiviricos inducidos por IFN (ISGs), tales como la PKR
(proteina quinasa dependiente de RNA) 6 la 2°,5’-oligoadenilato sintetasa-Ribonucleasa L (Nogales
et al., 2018b). La proteina NS1 del influenzavirus compite con OAS (oligoadenilato sintetasa) por la
union al ARNv, con lo cual atentia la actividad antivirica de aquella (Min et Krug, 2006 en Husain,
2024); ademas, el virus de la gripe puede escapar a esta restriccion por OASL en humanos portadores
del SNP* rs10774671 en el gen oasl (Sanchez-Gonzalez et al., 2021 en Husain, 2024).

A la vez NS1 puede inhibir la activacion del inflamasoma por interaccion con el dominio de la
pirina de la familia NLR que contiene (NLRP3)* (Park et al., 2018; Moriyama et al., 2016; Chung
et al., 2015). NS1 puede inhibir la exportaciéon de ARNm del huésped desde el nicleo, al impedir el
procesamiento de sus extremos 3’°, cesando la elaboracion de proteinas del huésped (IFN, ISG y pro-
inflamatorias), en favor del I'V infectante, mediante la interaccion con componentes de la maquinaria
celular de procesamiento del pre ARNm, como el factor 30 de escision y especificidad de poliadenila-
cion (CPSF30) y la proteina II de union a poli(A) (PABPII) (Chen et al., 1999; Noah et al., 2003). La
proteina NS1 también estd involucrada en la sintesis de ARN viral y la replicacion viral, la traduccion,
y los polimorfismos NS1 acumulados a lo largo del tiempo pueden ser importantes para la adapta-
cion del huésped a través de multiples interacciones proteina-proteina (Nogales et al., 2022; Thulasi
Raman y Zhou, 2016; Clark et al., 2017; Nogales et al., 2017f; Chauche et al., 2018; Nogales et al.,
2018a; Evseev y Magor, 2021). Debido a la alta variabilidad de las funciones de NS1 en los IV Ay las
interacciones con otros factores del virus y del huésped, el efecto de los truncamientos de NS1, o su
eliminacion, podria, por lo tanto, ser diferente entre las cepas de IV A que infectan diferentes especies
animales (Nogales et al., 2022).

Las mutaciones de la proteina NS1 pueden impedir su funcién inhibitoria, resultando en una
respuesta inmune mas fuerte (Jureka et al., 2015,20).

Ademas de la proteina NS1, la PB1-F2 del IV es capaz de desregular las respuestas inmunes in-
natas, inhibiendo la induccion de IFN de tipo [ actuando contra MAVS (Varga et al., 2011,12). Park et
al (2019) observan que la proteina PB1-F2 de la cepa HIN1/1918 altamente patogena dirige a la heli-
casa DDX3 a la degradacion proteosomica, lo que antagoniza la via IFN. Du et al. (2020) demuestran
que el IV, mediante degradacion mediada por la ubiquitina de JAK 1, inhibe la accion de los IFN-1 'y
II, como mecanismo de evasion inmune.

46.- Polimorfismo de Nucleétido Unico.

47.- Complejo de sefalizacidon que activa la procaspasa-1 e induce el procesamiento de las citoquinas inflamatorias dependientes
de caspasa-1(particularmente IL-1b e IL-18).

48.- Los IFN de tipo | son citocinas que modulan la respuesta inmune innata ante infecciones, principalmente virales y que tienen
actividades antiproliferativa. Poseen receptores expresados en la mayoria de los tipos celulares del organismo y formados por las
subunidades IFNAR1 (del inglés, Interferon Alpha Receptor 1). En esta via de sefalizacion, participan las cinasas TYK2 (del inglés,
Tyrosine-Kinase 2) y JAK1 (del inglés, Janus-Activated Kinases 1), que activan al complejo proteico ISGF3 (del inglés, Interferon Sti-
mulated Gene Factor 3) integrado por STAT1 (del inglés, Signal Transducer and Activator of Transcription 1), STAT2 (del inglés, Signal
Transducer and Activator of Transcription 2) e IRF9 (del inglés, Interferon Regulatory Factor 9) que al translocarse al nucleo, funciona
como un factor de transcripciéon e induce a un gran numero de ISGs (del inglés, Interferon Stimulated Genes) (Cho et Kelsall, 2014).

29

Influenza - Bases moleculares de la transmisién interespecifica - ANGEL TATO JIMENEZ



https://www.frontiersin.org/journals/cellular-and-infection-microbiology/articles/10.3389/fcimb.2022.954811/full

M2 interactia con la proteina de choque térmico HSP40, que a su vez actlia con p358 (IPK)
(inhibidor de la proteina quinasa activada por ARN de doble cadena inducida por interferdn)
construyendo un complejo que regula la activacion, asi como la autofosforilacion de la PKR (proteina
quinasa activada por interferon dependiente de ARN de doble cadena) (Guan et al., 2010), que es
uno de los componentes esenciales de la respuesta de defensa del huésped tras la infeccion virica. La
interaccion y activacion de PKR eventualmente induce la muerte celular.

Escape Inmune: Una sola mutacion en un virus de la gripe a veces puede darle el poder de evadir
el 90% de la inmunidad de anticuerpos en un individuo; sin embargo esta misma mutacion en otro,
aun de la misma especie podria no tener efecto evasivo. Esto implica la existencia de una diferente
susceptibilidad a la influenza entre individuos humanos (Lee et al., 2019). En todo caso esta varia-
cidn, o deslizamiento antigénico no se aprecia en hurones infectados artificialmente (Lee et al, 2019).
En suinos la evasion del sistema inmune se basa fundamentalmente en el reagrupamiento genético de
distintos Influenzavirus que hayan infectado al mismo individuo (Lee et al., 2019).

LA UBIQUITINACION EN LA HOMEOSTASIA INMUNE Y EN LA INTERACCION VIRUS/HUESPED:

La ubiquitinacion es fundamental en la interaccion entre las proteinas del influenzavirus, que
tratan de que este se replique y se expanda y las proteinas del huésped que pretenden la inhibicion del
Influenzavirus. Tras la infeccion celular por 1V, la célula huésped utiliza el proceso de ubiquitinacion
para marcar y destruir los sustratos viricos y asi controlar la transmision del virus; y alternativamente
utiliza la desubiquitinacion (Valerdi et al., 2021; Wang et al., 2018; Fletcher et al., 2015). Asi la ciclo-
filina A celular ubiquitiniza a la M1 para su protedlisis (Liu et al., 2012), lo que origina la reduccion
de la replicacion del Influenzavirus, pues la interactuacion de M1 con ciclofilina determina la degra-
dacion de la primera en el proteosoma, mediante ubiquitinacion (Park et al., 2022).

Las subunidades de la polimerasa virica PA y PB2 son ubiquitinadas por la proteina antivirica
de tipo dedos de zinc (ZAPL) asociada a PARP y degradadas en el proteosoma (Liu et al., 2015). La
familia de proteinas con motivos tripartitos (TRIM) y las enzimas DUB (proteasas desubiquitinan-
tes), defienden al organismo de la infeccion por Influenzavirus; asi TRIM14, TRIM22, TRIM32 y
TRIM41, que mantienen la actividad de la ubiquitina ligasa E3, se dirigen contra proteinas del 1V,
para detener la infeccion (Wu et al., 2019; Patil et al., 2018; di Pietro et al., 2015; Fu et al., 2015).

Interaccion molecular IV/Huésped:

La via celular de la ubiquitina afecta todos los pasos del ciclo del I'V. La ubiquitinacion suprime
la replicacion al dirigirse a las proteinas viricas para su degradacion y a la vez estimula las vias de
sefializacion antivirales innatas.

Pero la ubiquitinacién también puede favorecer la replicacion del IV, ya que facilita la entrada
del virus en la célula y el desmontaje del virién. Su et al. (2013) identificaron a Itch, una ubiquitina
ligasa E3, como un factor clave para la liberacion del IV desde los endosomas. Itch interactiia con la
proteina M1 del IV, la ubiquitiniza y degrada, lo que permite la liberacion de las RNPs viricas, con-
tenidas en el endosoma tras la internalizacion en la célula, al citoplasma (Lin et al., 2017), para que
posteriormente puedan ser trasladados al ntcleo. La ubiquitinacion de M2 en su residuo K78 facilita
la interaccion M1-M2 (Proteina de envoltura M2, Canal I6nico), lo que facilita la incorporacion del
ARNvV neoformado al nuevo virion (Su et al., 2018; Valerdi et al., 2021).

La ubiquitinacion en K78 de la M2 facilita la apoptosis inducida por influenzavirus y la autofa-
gia de las células huésped; es decir el Influenzavirus puede controlar la muerte celular y con esta la
diseminacion tisular del virus (Su et al., 2018; Karim et al., 2020), aunque permite que M2 bloquee la
autofagia (Guan et al., 2010). M2 interactua con la proteina de choque térmico HSP40, que a su vez
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actta con p358 (IPK) (inhibidor de la proteina quinasa activada por ARN de doble cadena inducida por
interferon) construyendo un complejo que regula la activacion, asi como la autofosforilacion del PKR
(proteina quinasa activada por interferon dependiente de ARN de doble cadena) (Guan et al., 2010),
que es uno de los componentes esenciales de la respuesta de defensa del huésped tras la infeccion
viral. La interaccion y activacion de PKR eventualmente induce la muerte celular. Influenzavirus con
mutacion K78R (lisina sustituida por arginina en la posicién 78) de M2 induce autofagia y apoptosis
mas rapidamente que el virus WT (tipo salvaje) (Su et al., 2018); esta mutacion disminuye la virulen-
cia, disminuye la replicacion virica, pero puede dar lugar a una mayor destruccion celular y tisular en
el hospedador, lo que origina cuadros mas graves en algunos animales infectados.

El estado de ubiquitinacién de NP tiene funciones tanto provirales como antivirales, mediante
monoubiquitinacion y poliubiquitinacion; y junto a la modulacion equilibrada entre la ubiquitinacion
y la desubiquitinacion de NP, pueden determinan la eficacia de la infeccion por este virus (Park et
al., 2022). En el ensamblaje de las RNPs la ubiquitinacion de las proteinas del trimero-polimerasa
y de la NP, consiste en la conjugacion de la proteina ubiquitina a residuos especificos de lisina en
proteinas-sustrato. Esto sigue a una cascada de reacciones que transfieren la ubiquitina de la proteina
activadora de la ubiquitina E1 a la proteina de conjugacion de la ubiquitina E2 y en tltima instancia,
la ligasa de ubiquitina E3 une la ubiquitina al sustrato (Komander et Rape, 2012). La monoubiquiti-
nacion une una sola fraccion de ubiquitina a los sitios de una proteina sustrato, mientras que la poliu-
biquitinacion une cadenas de ubiquitina. El enlace especifico entre las fracciones de ubiquitina en una
cadena determina el impacto de la poliubiquitinacién en la proteina objetivo.

La nucleoproteina (NP) es una proteina estructural del virus de la gripe y su actividad esté regu-
lada por la ubiquitinacion. NP tiene varios sitios objetivos potenciales de ubiquitinacion, como K184,
K227 y K273, todos los cuales residen en el dominio de union de la NP al ARN (Lin et al., 2017).
La monoubiquitinacién puede modular la uniéon de NP al ARN (Park et al., 2022). La monoubiqui-
tinacion de la NP en K184 por la ligasa E3 del huésped, mejora la replicacion virica y la actividad
de vRNP (Liao et al., 2010), presumiblemente por el aumento de la unién al ARN, la estabilizacion
del ARNCc y la actividad virica aumentada de RdRp (aumento de la transcripcion y replicacion por la
polimerasa del IV A) (Valerdi et al., 2021; Lin et al., 2017; Marques et al., 2019). La ubiquitinacion
en K184 también puede ser modulada por la desubiquitinasa huésped USP11, lo que resulta en una
disminucion de la actividad de la polimerasa y una replicacion virica reducida. La competencia entre
la actividad de monoubiquitinaciéon K184 y la actividad de desubiquitinacioén inducida por USP11 de
la NP determina el resultado final de la actividad de union al ARN y la replicacion del IV (Park et
al., 2022). Ademas de la regulacion de la actividad de la NP inducida por la monoubiquitinacion, el
nivel de NP puede modularse por poliubiquitinacion; asi TRIM14, TRM22 y TRIM41 se unen a NP,
lo que induce su poliubiquitinacion y degradacion y como consecuencia en el transporte reducido de
NP hacia el ntcleo celular (donde se realiza la replicacion del genoma de los IVs), la inhibicion de
la formacion de vVRNP y de la replicacién del ARN gendmico (Lamotte et Tafforeau, 2021). TRIM 14
y TRIM41 ubiquitinan la NP virica y la degradan; con lo que no pueden formarse RNPs viricas, asi
impiden la replicacion del genoma de Influenzavirus infectante (Wu et al., 2019; Patil et al., 2018).
Por su parte TRIM22 incrementa la poliubiquitinacién de la NP en la posicion K48, y la envia a la
degradacion en el proteosoma (di Pietro et al., 2013). Por el contrario, también se ha descubierto que
la NP puede ser poliubiquitinada en otros residuos de lisina por ligasas E3, y estas modificaciones no
estan relacionadas con la degradacion de NP, sino con otras regulaciones.

Las NPs componentes de las ribonucleoproteinas son ubiquitinados, lo que puede dificultar la
replicacion del virus (Kirui et al., 2016). Una ubiquitinacién deficiente obstaculiza la funcion de las
RNPs (Kirui et al., 2016); la nucleoproteina virica monoubiquitinada y desubiquitinada en su lisina
184, por la ligasa E3 CNOT4 (CNOT4 funciona como una ubiquitina-proteina ligasa -E3-), lo que
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permite el incremento de la actividad de la ARN polimerasa virica, dependiente del ARN virico, lo
que facilita la replicacion virica (Lin et al., 2017; Park et al 2022). La ubiquitinacion regula varios
procesos celulares; sin embargo, las cadenas de poliubiquitina unidas a través de la lisina 48 (K48)
se asocian mas comunmente con la degradacion de proteinas a través del proteosoma, mientras que
las cadenas unidas por la lisina 63 (K63) estan involucradas en el trafico endocitico, lo que poten-
cialmente conduce a la degradacion lisosdmica y a la modificacion ribosdémica. La via de la ubiquiti-
na-proteosoma afecta a multiples pasos en el ciclo del virus de la gripe, y la inhibicion de esta via es
perjudicial para el virus (Widjaja et al., 2010).

La enzima DUB USP11 impide la replicacion del ARN del influenzavirus (ARNv) mediante la
eliminacion del enlace de la ubiquitina NP K184 para reducir la afinidad de unioén al NP del ARN
complementario (ARNCc) (Liao et al., 2010). Como contraparte, la ubiquitina ligasa, CNOT4, invierte
la accion de USP11 y, por lo tanto, mejora la actividad de los VRNP y la replicacion del ARNv (Lin
et al., 2017).

O sea, la ubiquitinacion de la NP puede ser tanto ventajosa como desventajosa para la infeccion
por Influenzavirus; lo que significa que el equilibrio de estos mecanismos reguladores dicta la efecti-
vidad de la infeccion por IAV (Park et al., 2022).

Ubiquitinacion en el trimero polimerasa.

La aparicion de enfermedad y lesiones depende del resultado de la interaccion del sistema inmu-
ne del individuo infectado y el Influenzavirus infectante; en esta interaccion resultan muy importantes
los procesos de ubiquitinacion en el trimero polimerasa.

La polimerasa basica 2 (PB2) es ubiquitinada por las ligasas CRL4* E3, lo que incrementa su
accion, favoreciendo la replicacion del Influenzavirus (Karim et al, 2020). Las cascadas inducidas por
la infeccion elevan la ubiquitinacion de la proteina virica M1 para apoyar la liberacion de los viriones
recién ensamblados (Su et al., 2013). El complejo trimérico RdRp de IAV comprende tres subunida-
des: la PB1 (polimerasa basica 1), la PB2 (polimerasa basica 2) y la PA (polimerasa dcida) que se une
a cada extremo del ARN gendmico viral. Algunos de sus fragmentos, como PB1-F2, estan sometidos
a una regulacion dependiente de la ubiquitinacion (Park et al., 2022). Asi la ubiquitina ligasa E3
TRIM32 se une a PB1 e induce su ubiquitinacion en su dominio K48, lo que reduce su actividad (Fu
et al., 2015). También la poliubiquitinacién en PB2 y PA limita la estabilidad de las proteinas, con lo
que reduce la actividad de la polimerasa virica (Liu et al., 2015). En este caso, la proteina antivirica
ZAPL*°-PARP-13.1°", se une a los ARNm viricos por su dominio N-terminal “dedos de Zinc” e indu-
ce su degradacion, mediante la unidn a las polimerasas viricas PB2 y PA a través del dominio C-ter-
minal PARP y WWE?®?, lo que induce su degradacion proteosomica (Liu et al., 2015). Sin embargo
la polimerasa PB1 se une cerca del dominio PARP de la ZAPL e induce la disociacion de las PB2 y
PA de ZAPL, permitiendo que el virus escape de la degradacion (Liu et al., 2015; Park et al., 2022).

Alternativamente la ubiquitinacién de PB2 favorece un proceso 6ptimo de infeccion por el IV
(Karim et al., 2020). Para este proceso se precisan dos ligasas tipo RING-E3 multicomponentes (ubiqui-

49.- Cullin-RING E3 ubiquitina ligasas.
50.- ISOFORMA (L) Zinc Finger Antiviral Protein.

51.- Lafamilia de polimerasas (del inglés Poly (ADP-ribose) Polymerases PARP) es una familia de proteinas implicadas en un gran
numero de procesos celulares que implican principalmente reparacién de ADN y muerte programada de la célula.

52.- Motivo de interaccién de proteinas que contiene triptofano-triptofano-ac. glutamico.
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tinas ligasas similares a los dedos de Zinc RING*?), basadas en Cullin-4** (CRL4-Cullin Ring Ligasa)
(complejo multiproteico que une la enzima conjugadora de ubiquitina E2, a un receptor de ubiquitina,
la proteina diana): una es DCAF12L1 (DDB1-and Cul4 factor-associated factor); y la otra que incluye
DCAF11 como factores de reconocimiento de sustrato (SRF) ademads del adaptador DDB1 (DNA da-
mage-binding protein 1). La unién de CRL4s a PB2 requiere interaccion tanto con el adaptador DDB1
como con los receptores de sustrato DCAF, lo que proporciona puntos reguladores adicionales (Park et
al., 2022). La region C-terminal de PB2 contiene la mayoria de los residuos de lisina objetivo de ubi-
quitinacioén, mientras que la N-terminal no muestra ubiquitinacion significativa (Park et al., 2022). En
comparacion con las sefiales tipicas de ubiquitina K48 y K63, la ubiquitinacion K29 se ha implicado en
vias independientes del proteosoma, como la regulacion de la sefializacion Wnt>® (Fei et al., 2013), la in-
munidad antiviral innata (Yu et al., 2016) o la agregacion de proteinas (Nucifora et al., 2016). Los virus
recombinantes que albergan mutaciones en los residuos diana de lisina dieron como resultado un menor
crecimiento del virus, lo que implica que la ubiquitinacion de PB2 dependiente de CRL4 promueve la
infeccion por IV A. Biquand et al. (2017) demuestran que la produccion de virus disminuy6 al silenciar

la via CRL4 y aumenta por la expresion ectopica de DDB1 y DCAF11.

Es decir, a diferencia de los procesos de activacion de UPS®®, la ubiquitinacion inducida por
CRL4 de PB2 consiste principalmente en enlaces K29 atipicos, que no causan su destruccion ni los
cambios en la actividad de transcripcion/replicacion de la polimerasa (Karim et al, 2020).

En definitiva, la ubiquitinacién de PB2, PB1, PA y NP sin actividad proteosémica, es decir sin
su degradacion proteosdémica juega un papel proviral (Kirui et al.,2016; Liu et al., 2015; Liao et al.,
2010; Fuetal., 2015). La ubiquitinacidén proteosomica de la polimerasa y de la NP viricas dificulta la
transcripcion del ARNm virico, el ARNc intermedio de replicacion y el ARNc final.

Difusion Celular del I'V: La ubiquitinacion de la proteina M2 del Influenzavirus mejora el
empaquetamiento del genoma virico, lo que favorece su envasado en las particulas de virus. A la vez
regula la apoptosis y la autofagia, lo que beneficia la propagacion virica (Su et al., 2018).

La ubiquitinacion en K78 de M2 facilita la apoptosis inducida por influenzavirus y la autofagia
de las células huésped; es decir el Influenzavirus puede controlar la muerte celular y con ésta su pro-
pagacion (Su et al., 2018; Karim et al., 2020), aunque permite que M2 bloquee la autofagia (Guan et

al., 2010). Un factor asociado a la alta patogenicidad es la Incapacidad de MARCHS8®’ para degradar,
mediante poliubiquitinacion, a la proteina M2 del IV (Yu et al., 2023). En IVs de baja patogenicidad
MARCHS ubiquitiniza las glicoproteinas de superficie, y secuestra la proteasa Furina, mediante su
motivo de tirosina C-terminal, impidiendo asi la liberacion de los viriones de la superficie celular
(Yu et al., 2023; Villalon-Letlier et al., 2022; Liu et al., 2021). Los IVs con mutacion K78R (lisina
sustituida por arginina en la posicién 78) de M2 inducen autofagia y apoptosis mas rapidamente que
el virus WT (tipo salvaje) (Su et al., 2018); esta mutacién disminuye la virulencia, disminuye la re-
plicacion virica, pero puede dar lugar a una mayor destruccion celular y tisular en el hospedador, lo

53.- Abreviatura de Really Interesting New Gene.

54.- Proteinas que tienen una importante funcion en la regulacién del ciclo celular y como componentes de las UBIQUITINA-PRO-
TEINA LIGASAS.

55.- Grupo de proteinas del grupo de moléculas de sefalizacién, que regulan el crecimiento, la motilidad y la diferenciacion
celular durante el desarrollo embrionario. Actian de manera paracrina activando diversas cascadas de sefalizacion dentro de
las células diana.

56.- Complejo Ubiquitina Proteosoma (Ubiquitin Proteasome System).

57.- proteina RING-CH 8 asociada a la membrana celular huésped. Miembro de la familia ubiquitina ligasa E3.
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que origina cuadros mds graves en algunos animales infectados. En los virus influenza de alta pato-
genicidad, las posiciones 78 y 79 de la M2 no corresponden a lisinas; en estos la accion de MARCH
estd inhibida por la falta de poliubiquitinacion, lo que hace més virulentos a los I'Vs resistentes a esta
accion antivirica del huésped (Liu et al., 2021).

La proteina no estructural 1 (NS1)

La primera y principal respuesta del organismo animal tras la infeccion por IVs se basa en la pro-
duccion de interferones de tipo I. EI TV contrapone a estos la accion de su proteina no estructural NS1.
Generalmente esta constituida por 230 aminoacidos, aunque su longitud puede variar debido a las
mutaciones que afectan la disponibilidad de codones de parada. Regula la maquinaria de traduccion
del huésped, asi como eventos de poliadenilacion para la inhibicion de las respuestas inmunitarias
innatas del huésped, fundamentalmente la produccién de IFN (Hale et al., 2008; Krug, 2015). Uno
de los reguladores clave de la produccion de IFN es la via de sefializacion TRIM25-RIG-I, un sensor
de ARNw.

La ubiquitinacion en el dominio CARD de RIG-I en la lisina63 es inducida por TRIM25 y permi-
te la produccion de IFN. La proteina NS1 se une y suprime la ubiquitinacién del dominio N-terminal
de RIG-I mediada por TRIM25 y la ligasa Riplet E3°® humana, lo que resulta en una perturbacion de
la produccion de IFN. En lugar de afectar al nivel de expresion de TRIM25, NS1 interactia con la
parte CCD de TRIM25 (dominio coiled-coil ¢ bobina enrollada) y deshace la multimerizacion y la
actividad enzimatica de TRIM25, que es esencial para la ubiquitinacion en RIG-I (Gack et al., 2009).
Paralelamente la no formacion de complejos RIG-1/MAVS inhibe la produccion de IFN (Gack et al.;
2009; Hu et al., 2020; Rajsbaum et al., 2012; Lindmann et al., 2014).

No obstante existen otras vias de activacion de IFN-I, las desencadenadas por la activacion de
los TLR3 y TLR7, pero también pueden ser inhibidas por NS1 mediante la ubiquitina ligasa TRAF3~°
E3: NS1 se une y suprime la ubiquitinacion vinculada a TRAF3 en K63, lo que resulta en la inhibi-
cion de la expresion de los genes de IFN (Lin et al., 2021). NS1 lleva un motivo FTEE conservado
(aminoacidos 150—-153) 4cido glutdmico en las posiciones 152 y 153 que son criticos para la union de
TRAF3 para bloquear la ubiquitinaciéon de TRAF3 y la consecuente produccion de IFN tipo I (Lin et
al., 2021). Cuando existe la mutacion de estos dos residuos de 4cido glutdmico a alanina (E152, 153
de la NS1) la produccion de IFN de tipo I se incrementa, y los ratones infectados exhiben una clinica
atenuada; lo que sugiere el papel esencial de la modulacion de TRAF3 por NS1 que antagoniza la
respuesta de interferon del huésped (Park et al., 2022).

NS1 puede modular la sefializacion JAK-STAT por un mecanismo epigenético: NS1 interactia
exclusivamente con la ADN metiltransferasa 3B (DNMT3B), y la disocia en los promotores de los
genes reguladores JAK-STAT. Ademas, la uniéon de NS1 con DNMT3B la transporta al citosol y pro-
mueve la ubiquitinacién ligada a K48 y la degradacion de DNMT3B (Liu et al., 2019), lo que puede
reducir aun mas la metilacion del ADN en los genes de los principales componentes JAK-STAT. Para
Park et al. (2022) esto significa que NS1 puede modular el mecanismo epigenético de la respuesta
inmunitaria del huésped, al menos en parte, alterando la localizacion celular de los reguladores epige-
néticos, asi como la actividad del proteosoma mediada por la ubiquitinacion.

La hemaglutinina del Influenzavirus, en concreto su subunidad 1, puede inducir la ubiquiti-
nacion de las moléculas inductoras de IFN. El IV induce la fosforilacion y la ubiquitinacion de la

58.- Ubiquitina ligasa activa las proteinas a través de cadenas ancladas a K63-ubiquitina.

59.- Proteina 3 de la familia de proteinas del factor asociado al receptor del TNF (TRAF).
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subunidad 1 de IFNAR (IFNAR1)®, resultando en la degradacion de IFNAR1 y en consecuencia en
la atenuacion de las respuestas de IFN de tipo I (Xia et al., 2015). La hemaglutinina del IV induce
la ubiquitinacion de IFNARI1, suprimiendo su expresion, pero sin afectar el nivel del ARNm de IF-
NARI1 ni modular la respuesta al estrés del reticulo endopldsmico. La ubiquitinacion inducida por la
HAy la disminucion de la expresion de IFNARI es otro mecanismo de evasion adoptado por el virus
para evitar el sistema inmune del huésped (Park et al., 2022).

La neuraminidasa del virus influenza (NA) se glicosila por un mecanismo de modificacion post
traduccional (PTM), tras la infeccion celular por el Influenzavirus (Zhang et al., 2021).

El sistema de ubiquitina-proteosoma puede tener también un papel pro-virico, puesto que todas
las proteinas que intervienen en la replicacion del IV estdn sujetas a ubiquitinacion, al menos poten-
cialmente y es especialmente importante para una actividad optima de la polimerasa virica. Por lo
tanto, es probable que la manipulacién de la maquinaria de la ubiquitina, en beneficio terapéutico
interrumpa o perturbe la funcion de multiples proteinas viricas en distintas etapas del curso de la in-
feccion/enfermedad infecciosa.

En 2022 Park et al. demuestran el papel preponderante de la PB1-F2 del HIN1 causante de la
pandemia de 1918. Resultando que esta proteina del IV estd sometida a una extensa proteolisis depen-
diente de la ubiquitina; PB1-F2 es un potente inductor de citoquinas proinflamatorias, IL-1p, TNF-a,
IL-6, y CXCL1/KC (el principal quimioatrayente de neutrdfilos) (Fukuyama et al., 2011). Ademas de
la interferencia por la via dependiente de las mitocondrias de la senalizacion IFN de tipo I, la PB1-F2
de 1918 actua sobre la helicasa DEAD-box DDX3 (importante mediador en la sefializacion de IFN),
conduciéndolo a la via de degradacion proteosdmica. Lo que podria explicar, al menos en parte, la
alta virulencia de la influenza pandémica de 1918 (Park et al., 2019). El anélisis de interaccion pro-
teina-proteina reveld que la PB1-F2 de 1918, pero no la PB1-F2 del influenzavirus modificado PRS,
se une a la helicasa DDX3 y la regula a la baja. La DDX3 recombinante recuper6 completamente
a los ratones de la infeccion fatal por IAV (1918) mediante la restitucion de la induccion de IFN-3
y la consecuente reduccion del titulo virico pulmonar (Park et al., 2019). Estos resultados sugieren
que las vias del sistema ubiquitina-proteosoma no solo regulan directamente la actividad/nivel de las
proteinas de los componentes viricos, sind que también pueden comodular los factores esenciales del
huésped al secuestrarlos y dirigirlos a la via UPS®' interactuando con PB1-F2.

Las modificaciones en la ubiquitinacion de proteinas viricas y del huésped son vitales para la
regulacion de las respuestas inmunes y la supervivencia de los virus (Park et al., 2022): Por un lado, la
ubiquitinacion estimula al sistema inmune a combatir la infeccion virica; contrariamente a los intere-
ses del huésped la ubiquitinacion desempefia una funcién en favor de la replicacion del IV, contribu-
yendo al ensamblaje de nuevos viriones, mejorando la actividad de proteinas viricas, como la NS1, la
NP y las polimerasas, ademas de bloquear la respuesta de IFN. La ubiquitinacion del sensor de ARN
RIG-I es inducida especificamente por el virus de la gripe A, para activar la produccion de IFN de
tipo I. El virus de la influenza modula la actividad de las principales proteinas antiviricas en la célula
huésped, de modo que le permitan realizar el ciclo de replicacion. Sus proteinas estructurales, no
estructurales y auxiliares y especialmente las proteinas de la matriz y el complejo polimerasa pueden
regular la inmunidad del huésped y la respuesta antivirica. La polimerasa PB1-F2 del IV A mutado
de 1918, adopta una nueva funcién antagonista del IFN enviando la helicasa DDX3 a la degradacion
proteosomica (Park et al., 2022), como detallamos mas abajo.

60.- Subunidad 1 del Receptor de Interferén o/p.

61.- Proteasas especificas de ubiquitina.
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En este sentido y como ejemplo de lo expresado anteriormente, tenemos la pandemia de 1918
por el IV A/H1H, que caus6 20 millones de muertes humanas en todo el mundo (Beveridge, 1991,
99]. La alta patogenicidad de la pandemia de 1918 se muestra debida a una proteina especifica en
el Influenzavirus A HIN1/1918 (McAuley et al., 2007, 15). Mutaciones en la proteina PB1-F2 son
responsables de la patogénesis del Influenzavirus HIN1 en la pandemia de 1918, aunque también
contribuy¢ a la elevada patogénesis la activacion temprana del inflamasoma NLRP3 (McAuley et al.,
2013; Park et al., 2018). PB1-F2 de 1918 esté sujeto a una extensa proteolisis dependiente de ubiquiti-
na (Park et al., 2018), y se relaciona con la supresion de sefializacion de IFN-1: PB1-F2 del IV se une
a la helicasa DDX3 del huésped y ambos son degradados en el proteosoma; al estar unidos, DDX3 se
degrada rapidamente, agotando asi la sefializacion para IFN-I. E1 IV A/HIN1/1918 que contiene su
PB1-F2 mutada tiene una replicacion muy alta, (exhibe hasta 12 mutaciones de aminodcidos, respecto
a los HINI circulantes), lo que impide su eliminacion de los pulmones, y por tanto contribuye a la
mayor patogenicidad (Park et al., 2018, 22). En el IV PR38 (Influenzavirus HIN1/1918, adaptado a
raton), las mutaciones I68T y L69P de 1918 en su PB1-F2, son determinantes para la union DDX3 y
cruciales para el aumento de la patogenicidad en ratones. Chakrabarti y Pasricha (2013) demuestran
que mas del 80 % de los aislamientos de IV A/HINI1 que infectan a los seres humanos mostraron
la modificacion de la proteina PB1-F2, mientras que la mayoria de los aislados de A/HIN1 aviares
retuvieron su ORF original.

Como perspectiva con respecto a la ubiquitinacion de las proteinas del virus de la influenza,
modular la via de la ubiquitina, ayudara a desarrollar nuevas alternativas y antivirales frente a influen-
zavirus altamente patdgenos, susceptibles de causar pandemias.

LESIONES

La infeccion por Influenzavirus de las células del huésped vertebrado, da lugar a un estado oxida-
tivo con produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (RONS), autofagia, muerte celular,
inhibicion del mTOR®?, (Paiva et al, 2014). Las ROS actiian como «mensajeros redox» en las vias de
sefalizacion intracelular y su regulacion, pero el exceso de ROS induce estrés oxidativo, en forma de
peroxidacion lipidica de la membrana celular, disfuncion de organulos y respuesta inflamatoria (Huo
et al., 2018). La produccion endosémica de la oxidasa NOX2 induce inflamacién de vias aéreas, es-
pecialmente a nivel pulmonar (To et al., 2019). Experimentalmente van Assche et al (2011) demues-
tran que la inhibicion por apocinina de la NOX2 reduce los titulos viricos de influenza A H3N2 (X31)
y HIN1 (PRS8). Lo que da pi¢ a pensar que, a diferencia de otros virus, los influenzavirus aviares
como el H5N1 de alta patogenicidad y otros virus mamiferos de patogenicidad elevada, incrementan
su capacidad patogénica, aprovechando el estrés oxidativo (Geiler et al., 2010). Asi la inhibicion de
NOX2 mantiene la actividad de los LT CD8+ que producen IL-2, IFNy e IL-12 (Vlahos et al., 2011)
lo que permite contener y/o eliminar los IV infectantes, asi como controlar las sobreinfecciones bac-
terianas secundarias y la neumonia (To et al., 2019). La induccion de la activacion de NRF2% (usando
sulforafano y galato de epigalocatequina [EGCG]) puede reducir el titulo de influenza A H3N2 (Ban-

62.- Desde la perspectiva de la inmunidad antivirica, al tratarse de una proteina citoproliferativa, inhibe la apoptosis de células
infectadas por virus.

63.- NADPH (Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato) oxidasa 2. Es una enzima generadora de superéxido que forma especies
reactivas de oxigeno (ROS).

64.- Elfactor nuclear tipo eritroide 2 (Nrf2) es un factor de transcripcion maestro para la defensa celular contra el estrés enddégeno
y exégeno al regular la expresion de muchos genes antioxidantes y de desintoxicacion.
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gkok/1/79), mientras que se ha demostrado que la inhibicion de NRF2 (a través de shRNA® NRF2)
aumenta la carga virica epitelial (Kesic et al., 2011). El EGCG, activador de NRF2, es eficaz contra
los virus HIN1, H3N2 y B. La activacion de NRF2 induce la produccion de IFN tipo I, RIG-1 y MxA
implicadas en los mecanismos viricidas.

La invasion del espacio alveolar por IV A, y la proliferacion de estos, da lugar a neumonia, que
puede ser mortal para el animal infectado La enfermedad pulmonar intersticial asociada con bron-
quiolitis respiratoria es una forma de neumonia intersticial.

Tras la infeccion por IV aviares en mamiferos, PB1-F2 induce la acumulacion de fibras de tipo
amiloide, originando transtornos inmunopatoldgicos, al producir citotoxicidad (Vidic et al., 2016).
De modo general los procesos neumonicos provocados por IV en mamiferos (y en menor medida en
aves) producen alveolitis extensa, inflamacion peribronquiolar e infiltracion de células inflamatorias
(neutroéfilos), junto con denudacion epitelial de las vias respiratorias e inflamacion perivascular, en
dependencia de la patogenicidad del IV infectante. La infiltracion neutrofilica (Tumpey et al., 2005)
puede originar una neumonia difusa, que varia presumiblemente en funcién de la virulencia y carga
del IV infectante (Tate et al., 2009).

En los pulmones el principal factor patogénico debido a la infeccion por IVs es la induccion
de muerte celular en el epitelio alveolar, que es consecuencia del estado de oxidacion producido
y que comienza con la sefalizacion de fosfolipidos oxidados a través de la cascada iniciada con
la sefializacion del TLR4, el adaptador inductor de interferon-p (TRIF) y el factor 6 asociado al
receptor TNF® (TRAF6). Las fuentes de produccion de reactivos intermediarios de oxigeno son
leucocitos y células pulmonares infectadas por influenzavirus, mediante la xantina oxidasa que se
incrementa tras la infeccion por influenzavirus A (Akaike, 1990). Los ROS estimularian la produc-
cion de citoquinas y quimiocinas (IL6, IL8 y RANTES®), asi como la expresion de genes proinfla-
matorios en las células infectadas por IV A (Knobil, 1998) y en los macrofagos y células epiteliales
respiratorias, mediante la quinasa activada por mitogenos P38 y el NF-kB (Chan et al., 2005). Se
produce una “tormenta de citoquinas”, una hipercitoquimenia. La activacion de la via desencade-
nada por el sensor TLR3, tras la infeccion experimental por IV A/H5N1 en ratones da lugar al mas
amplio rango de produccién de citoquinas (Huo et al., 2018). En humanos la infeccion por H5N1,
origina un sindrome agudo de distrés respiratorio, como consecuencia del dafio tisular inducido
por la inflamacién, causado por la liberacion de quimiocinas proinflamatorias y el reclutamiento de
neutrdfilos, linfocitos y, en particular, fagocitos mononucleares en el espacio alveolar para limitar
la propagacion viral (de Jong et al., 2006).

Una lesion caracteristica pulmonar en suinos es el denominado tablero de ajedrez. E1 IV se re-
plica en las células epiteliales del aparato respiratorio (alto y bajo), alterando el funcionamiento del
aparato mucociliar y provocando una neumonia broncointersticial, en concomitancia con infecciones
bacterianas secundarias; el infiltrado linfohistiocitico afecta al tejido peribronquial y septos alveo-
lares, originando un exudado mucopurulento en los bronquiolos, una bronquiolitis necrotizante. La
replicacion del IV puede causar la muerte de la célula infectada; las células necroéticas se desprenden
en el lumen de la via aérea y las células inflamatorias, principalmente neutrdfilos, acuden al lugar de

65.- ARN de horquilla corta (shRNA) (se transcriben en el nlcleo a partir de un vector que contiene un promotor Pol lIl. El shRNA,
que contiene las secuencias de sentido y antisentido de un gen diana conectado por un bucle -en este caso el nrf2-, se transporta
desde el nucleo al citoplasma donde la enzima Dicer lo procesa en ARN interferentes pequefios (siRNA) y actta a través de la via de
interferencia del ARN impidiendo la traduccion de la proteina).

66.- Factor de Necrosis Tumoral.

67.- Quimiocina de regulacién por activacion expresada y secretada por los linfocitos T. Quimiotactina eosinéfilos, monocitos y
linfocitos.
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infeccion. En 24-48 horas se puede observar la lesion microscopica caracteristica de bronquiolitis ne-
cropurulenta; las células epiteliales restantes se aplanan para cubrir la membrana basal (atenuacion)
y durante los 2-3 dias siguientes las células epiteliales comienzan a multiplicarse hasta que empiezan
a formar capas, una encima de otra (hiperplasia). A los 5-7 dias, el virus ha cesado de replicarse y los
tejidos comienzan a recuperarse. Las células necréticas y la inflamacion desaparecen y el tejido puede
volver a la normalidad a los 14-21 dias de la infeccion (3TRES3, 2015), salvo en caso de infeccion
bacteriana secundaria.

Macroscopicamente se observa la neumonia broncointersticial, caracterizada por la presencia de
lesiones craneoventrales o multifocales, poligonales que representan 16bulos hundidos (concavos), de
color rojo oscuro, y firmes al tacto. Estas son areas donde los espacios de aire (alveolos) que rodean
a los bronquiolos han colapsado (atelectasia lobular), debido a la obstruccion causada por las células
necroticas y células inflamatorias en las vias respiratorias, de aspecto difuso de color rojo oscuro o
marron, de extension variable (3tres3,2015, 20). La concavidad que presentan las areas afectadas de
la superficie pulmonar se vuelve convexa, si hay enfermedad bacteriana concomitante.

SIGNOS CLINICOS Y LESIONES DE LA INFLUENZA AVIAR

SIGNOS CLINICOS LESIONES
» Depresion severa, inapetencia + Las lesiones pueden estar ausentes en los casos de
- Marcada disminucién de la pro- muerte stbita

duccion de huevos « Congestion grave de la musculatura

« Edema facial con crestas y bar-

billas tumefactas y ciandticas » Deshidratacion

« Hemorragias petequiales en las « Edema subcutaneo de la cabeza y del cuello
superficies de las membranas .
internas Secreciones nasal y oral

- Congestidn grave de la conjuntiva, a veces con pete-
quia

« Exudacién mucosa excesiva en el lumen de la tra-
quea o traqueitis hemorragica grave

« Petequias en el interior del esterndén, en la grasa serosa
y abdominal, en las superficies serosas y en la cavidad
corporal

- Congestion renal severa, a veces con depdsitos de urato
en los tubulos

« Muertes subitas (la mortalidad
puede alcanzar 100%)

« Aislamiento del virus necesario
para un diagnostico definitivo

« Hemorragiasy degeneracién de los ovarios

- Hemorragias en la superficie de la mucosa del proven-
triculo, particularmente en la unién con la molleja

« Hemorragias y erosiones de la mucosa de la molleja

« Focos hemorragicos en los tejidos linfoideos de la muco-
sa intestinal

MANUALPRACTICODE OPERACIONES EN LA LUCHA CONTRA LA INFLUENZA AVIAR. MAPA.
SECRETARIA GENERAL DE AGRICULTURA Y ALIMENTACION.
DIRECCION GENERAL DE SANIDAD DE LA PRODUCCION AGROALIMENTARIA Y BIENESTAR ANIMAL.
SUBDIRECCION GENERAL DE SANIDAD E HIGIENE ANIMAL Y TRAZABILIDAD (2024)
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Tras la infeccion de las aves, por via respiratoria, oral u ocular, los I'Vs se adhieren al receptor
a-2,3 de las células epiteliales de las mucosas de los aparatos respiratorio y digestivo de las aves y se
replican en ellas. Cuando se trata de [Vs de alta patogenicidad se produce viremia, en dependencia
de la carga virica infectante y de la capacidad de respuesta inmune del ave; los virus se replican en el
endotelio vascular y el IV se difunde por todo el organismo aviar, llegando a encéfalo, higado, rifion
y linfa, originando apoptosis de células inmunes, dando lugar a inmunodepresion. Los IVs aviares de
alta patogenicidad aglutinan los eritrocitos de las aves infectadas, se produce una hemaglutinacion
intravascular diseminada, en dependencia de la carga virica circulante y de la respuesta inmune (en
forma de anticuerpos neutralizantes), que dificulta la circulacion sanguinea originando éxtasis san-
guineo a nivel capilar, que unido al deterioro del epitelio vascular originado por la replicacion de los
IVs provoca colapso circulatorio, fallo multiorganico y muerte stibita del ave. En casos no peragudos,
puede observarse emaciacion, depresion severa, somnolencia, plumaje erizado, cianosis de cresta y
barbillas, cabeza hinchada, disnea, diarrea y sobre todo numerosas areas hemorragicas amplias y aso-
ciadas a edema subcutaneo en las regiones del esternon, de los metatarsos y de las falanges. También
se observan hiperemia y numerosas hemorragias en la mucosa traqueal, proventriculo subcenturiado
y en la mucosa intestinal, asi como en pulmon en el que en algunas aves aparece neumonia intersticial
(Quintana Lopez, 2015).

Hernandez Magdaleno (1998) comprob6 que la hemorragia es la lesion predominante en las aves
infectadas con el virus de IAAP.

CONTROL

La transmision interespecifica hombre-cerdo, hombre gato, evidencia la necesidad de implemen-
tar medidas de control, para salvaguardar la sanidad animal y la salud publica.

El aumento de la prevalencia del virus A(H5N1) en hospedadores aviares atipicos y su transmi-
sion a especies mamiferas y con posterior transmision entre ellas, pone de relieve la importancia para
la salud publica de mantener la vigilancia de la enfermedad y los protocolos de bioseguridad.

El Control de la Influenza, como Zoonosis, pasa necesariamente por la colaboracion entre la
Sanidad Animal y la Salud Publica (OMS, 2006; Arteaga et al., 2006).

En AVES, debido al tiempo necesario para desarrollar inmunidad, la variacion de la efectividad
de la vacuna y el potencial de transmision del virus durante las practicas de vacunacion, el sacrificio
inmediato de las aves de corral es mas eficaz para erradicar los brotes y controlar la propagacion se-
cundaria.

EFSA en 2023 realiz6 unas simulaciones de modelos en Francia, Italia y los Paises Bajos. Sus
resultados revelaron que:

* las granjas de patos y pavos son mds infecciosas que los pollos (gallinas).

+ el vaciado sanitario de las granjas infectadas por si solo no controla totalmente la propagacion
de la enfermedad, mientras que el sacrificio en anillo de 1 km resulta tan o mas efectivo mejor
que la vacunacion preventiva de emergencia en anillo, aunque con el mayor niimero de granjas
despobladas.

* la vacunacion preventiva de las especies mds susceptibles en areas de alto riesgo de transmision
fue la mejor opcidn para minimizar el nimero y la duracion de los brotes.

* durante los brotes en dichas zonas, la vacunacion de proteccion de emergencia en un radio de 3
km fue mas eficaz que en un radio de 1 y 10 km.
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MepipAs DE HiGIENE GENERAL

Deben ser implementadas en las explotaciones intensivas de animales. Los trabajadores deberian
usar mascarilla, trajes de uso exclusivo, incluyendo calzado, gafas de proteccion; ademéas deben rea-
lizarse desinfeccion de utiles y utensilios, comederos, bebederos, jaulas y alojamientos, patios si los
hubiera, e impedir el acceso de animales silvestres.

Debe haber un programa de Desinfeccion, Desratizacion y de Desinsectacion en todas las explo-
taciones ganaderas intensivas y semiintensivas.

IMONITORIZACIONS

La complementacion de medidas de vigilancia y prevencion y la monitorizacion de la eficacia
de las vacunas, constituyen los mas efectivos sistemas de lucha contra la influenza en explotaciones
avicolas. (EFSA, 2023). Es preciso instaurar un sistema de vigilancia y exploracion clinica de ani-
males; en base al consumo de pienso, disminucién de la produccion, bajo indice de transformacion.
Todos los cadaveres deben ser examinados por necropsia, a la busqueda de lesiones compatibles con
influenza; recurriendo si es preciso a la histopatologia. Deben realizarse controles laboratoriales, al
menos por ELISA; y en caso de enzootia, epizootia o simplemente brote, proceder investigacion mi-
crobioldgica de IVs en los cadaveres y heces y/o exudado nasal 0 orofaringeo.

PROFILAXIS PROSPECTIVA

Ya que las mutaciones 168T y L69P en la PB1-F2 del A/HIN1/1918 inducen una degradacion
proteosoémica activa dependiente de la ubiquitina, que se corresponde con una patogenicidad severa
(Liu et al., 2015), el seguimiento de las mutaciones de PB1-F2 podria contribuir a predecir el proximo
virus altamente patdogeno que se convertira en una pandemia global en el futuro. (PARP -poliADP
poliRibosa Polimerasa)®®.

La Investigacion de heces de aves salvajes permitird conocer los I'Vs que portan y en consecuen-
cia valorar los riesgos que entrafian, tanto para la cabafa ganadera como para la Salud Publica.

De cara a la Salud Publica y a la Sanidad Animal, hay que tener en cuenta. Que el virus de la
gripe A, independientemente de la cepa, puede permancecer estable en leche sometida a temperaturas
de pasterizacion.

TERAPEUTICA

Dianas Terapéuticas: Los factores del huésped que son esenciales para el crecimiento virico,
con lo que suponen posibles objetivos farmacologicos. Ademas son cruciales para comprender el
mecanismo de la infeccion virica (Su et al., 2013). Obviamente también tienen un gran interés en
epidemiologia prospectiva.

* La alteracion del sitio de union de la PB2 a la caperuza consigue frenar la reproduccion del virus

influenza (Guilligay et al., 2008). Por lo que fArmacos que consigan producir esta alteracion im-

pedirian la diseminacion tisular del IV. Caso del Primodivir (VX-787) (Sun et al., 2023).

+ Silenciamiento génico postranscripcional, mediante sintesis in vitro de ARN de interferencia.

* Canal i6nico M2: su funcion es permitir la entrada de protones al interior del IV, con lo que se

68.- Enzima que participa en muchas funciones celulares, incluyendo la reparacion del ADN. También se llama PARP y poli-adeno-
sina-difosfato-ribosa-polimerasa.
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disocian las proteinas unidas al genoma virico, que queda liberado. Amantidina y rimantidina
bloquean este canal i6nico.

Inhibicion de las vias de oxidacion intracelular. La N-acetyl-L-cysteine (NAC) ha demostrado su
capacidad en la inhibicion de la replicacion de los I'Vs estacionales humanos (que también afec-
tan a porcinos). Se estudio su efecto sobre la respuesta inflamatoria inducida por los IVs, sobre
la replicacion del virus (en cultivos celulares) y la apoptosis inducida por el IV H5N1 sobre las
células epiteliales del aparato respiratorio. Se observo la NAC reduce el efecto citopatico debido
a la infeccion celular por HSN1 y la apoptosis inducida por el virus 24 h después de la infeccion.
NAC también disminuy6 la produccion de citoquinas e interleucinas proinflamatorias (CXCLS,
CXCL10, CCL5 e IL-6) en cultivos celulares infectados con HSN1; en estos cultivos también se
observo la reduccidn de la “migracion” de monocitos hacia el sobrenadante del cultivo celular.
Los mecanismos antivirales y antiinflamatorios de la NAC incluyen la inhibicion de la activa-
cion de vias productoras de moléculas oxidantes, incluido el factor de transcripcion NF-kB y la
proteina cinasa activada por mitogenos p38 (Geilar et al., 2010). Los inhibidores farmacologicos
de NF-kB (BAY 11-7085)%° y de p38 (SB203580)7° ejercen efectos similares a los hallados de
la NAC en células infectadas por HSN1. La combinacion de BAY 11-7085 y SB203580 incre-
menta los efectos inhibidores de la replicacion del virus e inhibe la produccién de moléculas
proinflamatorias en relacion con cualquiera de los tratamientos por separado. La NAC inhibe la
replicacién del H5N1 y la produccion de moléculas proinflamatorias inducida por el HSN1. Por
lo tanto, los antioxidantes como la NAC representan una posible opcion de tratamiento adicional
frente a [Vs A (Geilar et al., 2010).

La oxidasa endosomica NOX2”" induce la inflamacion pulmonar durante la infeccion por IV A.
Otro inhibidor de estrés oxidativo celular, el gp91dsTAT conjugado con colestanol (Cgp91ds-
TAT) inhibe la oxidasa endosomica NOX2 (To et al., 2017); con lo que atentia la inflamacion de
las vias respiratorias y la replicacion virica en infecciones con una cepa de IV A de baja patoge-
nicidad (To et al., 2019).

NOX2 inhibida con apocinina, 6 con el péptido bioactivo gp91ds-TAT (To et al., 2017). La
utilizacioén de inhibidores de la NOX2, combinados con otras medidas terapéuticas antiviricas,
constituyen una forma efectiva de control de influenzavirus, reduciendo la morbilidad y la mor-
talidad (To et al., 2020). Sin embargo, otros estudios concluyen que NOX2 puede regular el nivel
de expresion de la proteina mitocondrial de sefializacion antivirica, MAVS, e inducir la activa-
cion de IRF-3 mediada por RIG-I y la expresion de genes antivirales de pendientes de interferon
(IFN-B), implicados en la defensa antiviral del huésped (Soucy-Faulkner et al., 2010). Con lo
que esta estrategia podria ser util solo con virus de alta patogenicidad que necesitan de un medio
ambiente oxidativo.

La molécula antioxidante NAC”? inhibe la replicacion de los IV A H3N2, HSN1 y en menor me-
dida HIN1 (Graham et al, 2007; Mata et al., 2011) e influenzavirus B (Mata et al., 2011).

La administracion localizada de inhibidores de la NOX2 es una posible estrategia terapéutica
contra el IAV, que tiene el potencial de limitar la patogénesis.

69.- Es un inhibidor de la activacion de NF-kB y de la fosforilacion de IkBa (estabiliza IkBa en el citoplasma).

70.- Adezmapimod es un inhibidor selectivo y competitivo con ATP de la proteina kinasa activada por mitégenos p38. Adezmapi-
mod y es un activador de la autofagia y la mitofagia.

71.-
72.-

Proteina NOX2 (NADPH oxidasa 2). Es una enzima generadora de superéxido que forma especies reactivas de oxigeno

N-Acetil-Cisteina.
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* La sobrexpresion en suinos de la proteina 3 transmembrana inducida por interferon (IFITM3)
produce un descenso de la inflamacidn, interviniendo en la via sefializacion TLR4 y en la pro-
duccion de IFN de tipo 1 (Li et al., 2017; Jinfang et al., 2014).

» -Sulforano y galato de epigalocatequina, reducen la carga virica de algunos IVs A/H3N2, me-
diante la induccion de la activacion de NRF273.

Inmunoterapia: Kanekiyo et als. (2025) demuestran que la profilaxis previa a la exposicion
con el anticuerpo ampliamente neutralizante (bnAb) MEDI8852"* es muy eficaz para proteger a los
macacos cynomolgus (macaco cangrejero -Macaca fascicularis) de la enfermedad grave causada por
la infeccion por aerosol con el influenzavirus HSN1 de la gripe aviar altamente patdogena. La protec-
cion es dependiente de la dosis de anticuerpo pero independiente de las funciones efectoras mediadas
por Fc a la dosis probada. Los macacos que recibieron MEDI8852 a dosis iguales o superiores a 10
miligramos por kilogramo p.v. presentaron un deterioro insignificante de la funcion respiratoria tras la
infeccion, mientras que los animales de control no estaban protegidos frente a la enfermedad grave y
la mortalidad. Con lo que MEDI8852 y otros bnAbs, es posible conseguir proteccion frente a influen-
zavirus A pandémicos. (Kanekiyo et al., 2025).

Empleo de Vectores Plasmidicos: ¢l tratamiento de células de trucha arcoiris con el vector
plasmidico que codifica IFIT5 confiere proteccion a las células frente a la infeccion por el virus de la
septicemia virica hemorragica (VHSV), por lo que esta tecnologia se propone como un terapéutico
antiviral (Ortega-Villazan et al., 2020).

Ingenieria Genética: Es previsible que la manipulacion de la maquinaria de la ubiquitina con
fines terapéuticos altere la funcién de multiples proteinas viricas en distintas fases del curso de la
infeccion (Kirui et al., 2016).

VACUNAS:

Pecado antigénico original: El repertorio de anticuerpos especificos de la gripe se modifica
continuamente con la infeccion y la vacunacion. Este concepto se refiere a que la memoria inmune
del animal, siempre va a primar la produccion de anticuerpos correspondientes al primer contacto, sea
vacunal o debido a infeccion natural, con ocasion de contactos posteriores con Vs, y que debido al
alto grado de mutacién de los IVs, lo mas probable es que sean distintos a los del primer contacto; es
decir, los individuos tienden a reutilizar las células B de memoria de la exposicion previa para gene-
rar anticuerpos contra nuevas variantes. La consecuencia es recuperar cé¢lulas B de memoria (MBC)
contra epitopos variables en constante evolucion, que corresponden a antigenos no protectores, en
lugar de inducir la transformacion a células plasmaticas que elaboren anticuerpos contra epitopos am-
pliamente neutralizantes de la hemaglutinina. Este fendmeno se considera responsable de los fracasos
de la vacunacion (Skowronski et al., 2017). Idealmente una vacuna efectiva deberia dirigirse contra
epitopos conservados de la HA y superar con ello la accion debida a los anticuerpos séricos preexis-

73.- Factor nuclear tipo eritroide 2. Es un factor de transcripcién maestro para la defensa celular contra el estrés enddgeno y exé-
geno, al regular la expresion de muchos genes antioxidantes y de desintoxicacion.

74.- Anticuerpo monoclonal IgG1 humano que se une a un epitopo altamente conservado del tallo de la hemaglutinina de la
gripe A.
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tentes contra epitopos tanto conservados como variables de la HA (Guthmiller et al., 2021; (Wong et
al., 2017; Wu et a., 2012; Skowronski et al., 2017; Lewnard et Cobey, 2018; Monto et al., 2017). No
obstante, en hurdn se ha investigado la presencia de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion,
inducida por repetidas exposiciones a IV A/H3, los cuales a su vez pueden haber ido sufriendo des-
lizamientos. Einav et al., en 2023, demuestran que, a pesar de la induccion inmune debida al primer
contacto, las exposiciones repetidas inducen anticuerpos ampliamente neutralizantes. Lo que refuerza
lahipdtesis de que con cada infeccion adicional, los anticuerpos se reenfocan en epitopos conservados
o regiones estructurales a través de diferentes cepas de infeccion.

La inmunidad humoral contra los IV A esta limitada por la incapacidad del sistema inmunologico
del huésped para inducir y mantener respuestas de anticuerpos contra epitopos protectores conser-
vados. Los anticuerpos neutralizantes contra epitopos conservados de HA son los més protectores,
pero los que menos se inducen. Multiples factores limitan la induccién de anticuerpos ampliamente
neutralizantes (bnAbs). Los LB reaccionantes a epitopos conservados tienen un repertorio restringido
frente a ellos y a menudo son polirreactivas, las células B virgenes contra estos epitopos son limita-
das. Las células B memoria (MBC) correspondientes a epitopos conservados deben competir con las
células B especificas de la cepa por el antigeno. Como los MBC contra epitopos conservados tienden
a tener una afinidad mas fuerte por las cepas pasadas (las que las generaron), es probable que los
MBC:s especificos de la cepa vacunal queden en inferioridad respecto a los MBC especificos para los
epitopos conservados de la cepa que produjo la primera infeccion. Ademas, los anticuerpos séricos
preexistentes pueden conducir a la rdpida eliminacion de antigenos y epitopos conservados enmasca-
rados por la combinacion con los anticuerpos preexistentes, limitando la activacion y una mayor ma-
duracion de afinidad de los MBC contra epitopos conservados. Del mismo modo, la retroalimentacion
de anticuerpos puede limitar las respuestas de GpC”® y limitar las respuestas de bnAb. Por tltimo, las
células B dirigidas a epitopos conservados estan en desventaja de avidez, ya que muchos epitopos
conservados son dificiles de alcanzar (Guthmiller et al., 2021).

Un enfoque universal de una vacuna contra la influenza implica mejorar la inmunidad hete-
rosubtipica mediada por células T a los epitopos conservados. Aunque la presencia de células T de
reaccion cruzada parece ser protectora, subsiste el problema de la liberacion de citocinas elaboradas
por los LT, especialmente en su papel en la patologia pulmonar.

Obviamente no todas las células B naive se activan frente a todos los antigenos del IV con los
que tienen contacto. Hay células B con distintas afinidades por distintos antigenos y también depen-
den de la disponibilidad de linfocitos TH2 que puedan ayudar a su activacion. En animales vacunados
la exposicion a IV debera provoca una mayor respuesta de células B a los antigenos HA, puesto que
estos son piezas fundamentales en la elaboracion de vacunas. En general las vacunas inactivadas in-
ducen pobres respuestas de anticuerpos contra HA, por lo que se necesitarian muchas revacunaciones
para inducirlos; lo que resulta dificil en mamiferos de renta y practicamente imposible en galliformes.
La infeccidn natural l6gicamente pondra en contacto mas cantidad de los distintos antigenos del IV
con células B inactivas, pero que como es previsible solo reconoceran los antigenos con los que han
estado en contacto, y no los que sean diferentes cuando se infecten por un IV que no los contenga.
En animales de compaiiia o en équidos que pueden haberse infectado en los primeros meses de vida
y que eventualmente se reinfectan a lo largo de su vida, la primera infeccién generara en ellos una
memoria mas larga, pero para un espectro virico mas estrecho, sobre todo si las primeras exposiciones
provienen de vacunaciones.

75.- Regiones donde existe una gran concentracién de pares de citosina y guanina enlazados por fosfatos.
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https://es.wikipedia.org/wiki/Citosina
https://es.wikipedia.org/wiki/Guanina
https://es.wikipedia.org/wiki/Fosfato

Anticuerpos Policlonales:

En el caso de infeccion humana por IV A/HINI la focalizacion inmunitaria contra un determi-
nado epitopo de la HA1, dificulta la union de anticuerpos policlonales a otras partes de la proteina
HAT1 (Li et al., 2013; Linderman et al., 2014; Huang et al., 2015; Davis et al., 2018). Estudios con
espectrometria de masas demuestran que los anticuerpos que se unen a la HA, tras la vacunacion sue-
len estar dominados por relativamente pocos clonotipos’®, y estudios con sueros de hurones muestran
que las mutaciones de un pequefio numero de residuos de HA cerca del dominio de unidn al receptor
pueden provocar grandes cambios antigénicos (Lee et al., 2017, 19; Koel et al., 2013). En todo caso,
la forma en que la inmunidad policlonal ejerce la seleccion sobre el virus de la gripe puede depender
del suero en cuestion.

La variacion individual en la especificidad de la inmunidad antigripal puede desempefiar un pa-
pel importante en la evolucion del virus y la susceptibilidad a la enfermedad.

Anticuerpos séricos preexistentes y enmascaramiento de epitopos

Como los humanos estan expuestos regularmente a los [Vs A, tienen anticuerpos séricos contra
una amplia gama de antigenos y epitopos de IV A, que pueden limitar la cantidad y especificidad de
los MBCs recuperados tras la exposicion al virus. En los suinos la interferencia proviene principal-
mente de la inmunidad conferida a los lechones por parte de la madre, mediante los calostros y los
anticuerpos generados por contacto, ya que los neonatos no son inmunocompetentes hasta las 4 se-
manas (Martinez et al., 2023). A mayores titulos de anticuerpos preexistentes menor seroconversion
post-vacunal (Sasaki et al., 2008), debido a la reduccion de la activacion de MBCs y las respuestas de
PB (Sasaki et al., 2008; Andrews et al., 2015). A medida que la activacion de las células B se reduce
por los altos titulos de anticuerpos preexistentes, los MBC y las células B no activadas tienen me-
nos probabilidades de ser reclutados en los GC para someterse a la maduracion de afinidad. Lo que
provoca una menor respuesta inmune contra la cepa vacunal. Concordantemente, la maduracion de
afinidad de novo se reduce en individuos que se vacunan repetidamente (Khurana et al., 2019). Los
anticuerpos preexistentes podrian reducir la activacion de las células B después de la exposicion al
IV A por diversos mecanismos: eliminacién rapida del antigeno, formacion de complejos inmunes,
retroalimentacion de anticuerpos y enmascaramiento de epitopos.

Los anticuerpos séricos preexistentes pueden eliminar los antigenos viricos, impidiendo la ac-
tivacion de los MBCs y las nuevas células B naive. También pueden formar complejos inmunes con
antigenos viricos que pueden desregular las pocas células B activadas tras la exposicion al IV A. En
la retroalimentacion de anticuerpos las células dendriticas foliculares de la zona de luz de los Centros
Germinales adquieren antigeno a partir de complejos inmunes, y pueden afinar las respuestas en los GC
mediante la seleccion competitiva de clones en los grupos de Células Plasmaticas de Larga Vida (LLPC)
y de Células B Memoria MBC (Allen et al., 2008); la seleccion de LB en los CG implica la captura del
antigeno por las células B desde las células dendriticas foliculares y presentarlo a los linfocitos Tth”’;
para ello los LBs deben competir con otros LB de los GCs con distintas afinidades y con los anticuerpos
preexistentes en los complejos inmunes, solo asi los LBs de los GCs pueden adquirir antigeno y compe-
tir con éxito por las células Tth dentro del GC (Zhang et al., 2013). Con todo esto, solo se seleccionan

76.- Secuencia de nucleétidos Unica de reordenamiento del gen receptor de antigeno correspondiente a una poblacion de célu-
las idénticas.

77.- Grupo especializado de linfocitos T auxiliares (CD4+) presentes en foliculos linfoides. Juegan un papel importante en la inmu-
nidad protectora ayudando a las células B a producir anticuerpos.
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unos pocos de clones de LBs de alta afinidad. No obstante, los antigenos HA, inducen la seleccion de
LBs de afinidades variables, para formar MBCs (Kuraoka et al., 2016; Tas et al., 2016), aunque los
MBCs de baja afinidad es dificil que participen en la maduracion, en los GCs secundarios (Viant et al.,
2020; Mesin et al., 2020); y los MBCs que se activan son los clones de alta afinidad (Wrammert et al.,
2008; Dugan et al., 2020). El refuerzo con antigenos variantes también aumenta la union al antigeno
recaptado en los GC; en definitiva, la retroalimentacion de anticuerpos dirige a los linfocitos B recupe-
rados de los GC hacia epitopos variantes (Herb et Curotto de Lafaille, 2024).

Los clones de MBCs especificos de epitopos que se activan tras el contacto con IV A pueden, al me-
nos en parte, estar determinados por los niveles de anticuerpos séricos preexistentes que pueden unirse
a un epitopo concreto, un fendmeno conocido como enmascaramiento del epitopo. Los anticuerpos que
se unen a un epitopo especifico pueden limitar la induccién de mas anticuerpos contra el mismo epitopo,
pero no contra otros epitopos (McNamara et al., 2020; Berstrom et al., 2017; Zarnitsyna et al., 2015),
por lo que el enmascaramiento de epitopos puede conducir a la diversificacion de la respuesta inmune
humoral contra multiples epitopos, en lugar de recuperar MBC contra los mismos epitopos (Guthmiller
et al., 2021). Si la distancia antigénica entre los virus a los que el individuo ha estado expuesto previa-
mente y el IV A del contacto actual es grande, entonces tendra pocos anticuerpos séricos preexistentes
contra la mayoria de los epitopos de HA, incluido el dominio del tallo de HA, y puede que no posea
MBC contra epitopos variables de la cabeza de HA, con lo que se pueden activar MBCs dirigidos a epi-
topos que induzcan proteccion de los dominios conservados de cabeza y tallo de HA, y pueden reclutar
LBs naives contra epitopos variables de la cabeza HA (Andrews et al., 2015, 17).

Asi quedaran titulos moderados contra epitopos de HA conservados y niveles relativamente
bajos de anticuerpos contra los sitios antigénicos variables. Tras la exposicion posterior al mismo IV
A 0 auno similar, los MBC contra los epitopos variables pueden ser activados por exposicion secun-
daria, mientras que los epitopos conservados estin enmascarados por anticuerpos preexistentes, li-
mitando la recuperacion de MBC contra esos epitopos. Como los titulos de anticuerpos preexistentes
son ahora altos contra todos los epitopos, la recuperacion de MBCs se reducira significativamente en
exposiciones posteriores al mismo IV o a un virus similar, lo que lleva a la reduccion del fenotipo de
respuesta de plasmoblastos (PB) observado en cohortes de vacunacion repetida (Sasaki et al., 2008).

Los bajos anticuerpos séricos preexistentes contra el dominio del tallo de HA pueden suprimir la
activacion de los MBC generados contra los epitopos del dominio del tallo (Nachbagauer et al., 2021;
Turner et al., 2020). McNamara et al (2020) demuestran que niveles no protectores de anticuerpos
preexistentes limitan la activacion de células B. Por lo tanto, los niveles no protectores de anticuer-
pos anti-HA podrian limitar la activacion de los LBs, asi como dificultarian la maduracion adecuada
de la afinidad contra variantes derivadas y las respuestas protectoras de anticuerpos contra los IV A
(Guthmiller et al., 2021).

En todo caso los anticuerpos anti [V A disminuyen con el tiempo; asi las células plasmaticas de
larga vida inducidas por la vacunacion no adquieren el perfil metabolico y transcripcional necesario,
la mediacion del receptor de inhibicion mediada por anticuerpos para IgG (FcyRIIP), puede producir
apoptosis en ellas (Xiang et al., 2007).

Consideraciones Generales en el Diseno de Vacunas

La vacunacion debe tener el potencial de volver a entrenar profilacticamente a los MBC y reclu-
tar células B ingenuas contra nuevos epitopos para proporcionar una potente proteccion contra virus
antigénicamente nuevos, como los observados durante las pandemias de IAV.

Es preciso superar los obstaculos inmunologicos procedentes de la distinta activacion y genera-
cion de clones de linfocitos B, de la generacion de plasmoblastos y de la activacion y generacion de
cé¢lulas B memoria, a partir de las vacunas, generando anticuerpos que puedan impedir la adhesion

45

Influenza - Bases moleculares de la transmisién interespecifica - ANGEL TATO JIMENEZ




de la hemaglutinina de la superficie del influenzavirus a los receptores de las células epiteliales; tam-
bién deben generar anticuerpos que impidan la accion de la neuraminidasa, de modo que el virion
no pueda liberarse de la célula. Esto es especialmente importante, ademas de en humanos, en suinos
que pueden tener anticuerpos interferentes. No menos importante es generar anticuerpos y MBCs
contra proteinas internas, en animales de larga vida (caballos y animales de compaiia); estas NP, M1
estan generalmente mas conservadas y pueden ser compartidas por diferentes virus, con motivo de la
recombinacion genética.
Idealmente una vacuna deberia bloquear la NS1.

Elusidn de epitopos variables de HA

Por lo general las vacunas inducen anticuerpos neutralizantes contra la cabeza globular in-
munodominante de la HA, que son especificos de los bucles altamente variables que rodean el
sitio de unidn al receptor. Pero los anticuerpos neutralizantes contra las regiones del tallo de la
HA, altamente conservadas, proporcionan una proteccion completa contra la infeccion homologa
e intrasubtipica del virus de la gripe en ratones (Berry et al., 2017). Idealmente una vacuna antiin-
fluenza debe actuar contra los epitopos conservados de la HA y no los variables, evitando asi que
se activen las células memorias contra estos ultimos, que posiblemente podrian no estar presentes
entre los epitopos de la HA de los IVs infectantes del animal vacunado. Asi el desarrollo de vacu-
nas mini-HA’® (Impagliazzo et al., 2015; Yassine et al., 2015) en primates no humanos mostro la
induccion robusta de anticuerpos protectores contra el tallo de HA (Darricarrere et al., 2021; van
der Lubbe et al., 2018). En humanos se han ensayado vacunas a base de quimeras que sustituyen
el dominio principal del tallo por el correspondiente de un IV aviar (Krammer et al., 2013), pero
manteniendo el dominio del tallo de los virus H1 o H3 estacionales; aprovechando la circunstancia
de que en nuestra especie existe poca inmunidad preexistente a los dominios variables de los IVs
aviares, es de esperar que se recuperen preferentemente los MBC contra los epitopos conservados
en el tallo HA de los IVs estacionales humanos H1 y H3 (Bernstein et al., 2020). Naturalmente la
presion vacunal implica mutacion de los genes que codifican para las proteinas antigénicas de los
IVs, especialmente para la HA. Para obviar esto Weidenbacher et als. (2019) enmascaran los epito-
pos variables con glicanos, lo que ademas obligaria a los anticuerpos a dirigirse contra los epitopos
conservados, al no detectar a los variables. Otra alternativa utilizada en humanos mayores de 65
es utilizar vacunas que contienen hasta 4 veces mas HA que las que se utilizan en adultos; con lo
que al aumentar la cantidad de antigeno, los anticuerpos preexistentes no podran secuestrar todos
los antigenos presentes dentro de la dosis vacunal, lo que permitira que el antigeno libre facilite
la activacion de MBCs, (DiazGranados et al., 2014) y por lo tanto, promueva la seroconversion
contra los epitopos de HA inductores de proteccion. Sin embargo, las vacunas de dosis altas siguen
impulsando las respuestas de anticuerpos contra la cabeza de la HA, lo que limita la efectividad de
los anticuerpos ampliamente neutralizantes (bnAbs) (DiazGranados et al., 2014). Los adjuvantes
de aceite en agua incrementan la respuesta de anticuerpos de reaccion cruzada, ya que la emulsion
protege a los antigenos vacunales de ser secuestrados por anticuerpos séricos preexistentes, permi-
tiéndoles llegar intactos a los ganglios linfaticos (Cantisani et al., 2015; Liang et al., 2017).

Los antigenos unidos a membrana inducen agrupacion de los BCRs, lo que incrementa la inmu-
nogenicidad, ya que asi reciben una sefial de activacion mas fuerte (Guthmiller et al., 2020). Para in-
ducir este aumento de senalizacion de BCRs, se ensayan vacunas a base de nanoparticulas que portan
diversos antigenos HA en los que los HA adyacentes son heterotipicas y antigénicamente distintas,

78.- Utilizan solo la regién del tallo de la HA, no la cabeza.
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pero que se agruparan en la membrana induciendo la agrupaciéon de BCRs y consecuentemente au-
mentando la inmunorrespuesta de LBs (Kanekiyo et al., 2019; Boyoglu-Barnum et al., 2021).

Si bien el uso de nanoparticulas heterotipicas limita la capacidad de las células B especificas de
la cepa para entrecruzar multiples BCRs mediante multiples HAs, a la vez confiere una ventaja a las
células B dirigidas a epitopos conservados, los cuales si son capaces de entrecruzar multiples BCRs a
través de HAs heterotipicas adyacentes. Y nanoparticulas que solo poseen la porcion del tallo también
pueden promover el entrecruzamiento de BCRs, con lo que inducirian respuestas de los LBs contra el
tallo de la HA (Darricarrere et al., 2021).

Las vacunas también deben optimizarse para promover la seleccion de células B, dentro del
GC, dirigidas a epitopos conservados. Una posibilidad es el uso de estrategias de vacunacion ite-
rativas, donde las inmunizaciones secuenciales entregan continuamente antigenos a los GC. Como
las células B dirigidas a epitopos conservados pueden tener una desventaja de afinidad, aumentar la
cantidad de antigeno disponible mediante inmunizaciones secuenciales puede permitir la seleccion
permisiva de células B al reducir la competencia basada en la afinidad por el antigeno. En parti-
cular, se ha demostrado que las inmunizaciones secuenciales con HA aumentan las respuestas de
bnAb (Luo et al., 2018; Liu et al., 2019). Alternativamente, podrian emplearse vectores, adenovi-
rus, que liberen lentamente el antigeno (Matsuda et al., 2021) y las vacunas con parche de microa-
guja (Boopathy et al., 2019), con las que se logra experimentalmente impulsar la maduracion de las
LB de GC para que expresen bnAbs.

Generacion de Respuesta Celular:

Una vacuna exitosa deberia ser capaz de inducir una fuerte respuesta inmune de las células T
CD8+. Generalmente, las vacunas compuestas por los patégenos vivos atenuados pueden generar
respuestas inmunes mediadas por células T CD8+ (Akondi et al., 2009; Sei et al., 2015. La actividad
antiviral de las células NKT es evidente por el hecho de que los ratones con deficiencia de células
NKT mostraron una mayor susceptibilidad a los virus (Kok et al., 2011; Kulkarni et al., 2010). Dado
que las células NKT tienen una capacidad para estimular las respuestas inmunitarias innatas y adap-
tativas y el quitosano estimula la respuesta de aquellas puede resultar ser un inmunoadyuvante eficaz
en el desarrollo de una vacuna exitosa (Khan et Khan 2021).

En animales mamiferos con una proteccion inmunologica fuerte, inducida por una vacuna, por
una infeccidn previa o por anticuerpos maternales, el dafio tisular causado por la infeccion del virus
del IV A puede verse reducido. Esto ocurre cuando los anticuerpos producidos por la exposicion son
suficientemente similares al virus causante de la infeccion. Un emparejamiento antigénico perfecto es
ideal, ya que permite muy poca, o ninguna, replicacion del virus, excrecion o signos clinicos. No obs-
tante, si el virus es lo suficientemente similar para causar una reaccion cruzada, la infeccion puede
verse reducida a unos 2-4 dias (3TRES3, 2015).

Existe una necesidad urgente de desarrollar vacunas que puedan proteger tanto contra las cepas
de gripe actuales como contra las futuras. En este sentido, Jiang et al., (2017) ensayan una vacuna en
ratones que provoca amplias respuestas de anticuerpos neutralizantes y de células T que confirieren
una amplia proteccion contra diversos I'Vs en ratones (Berry et al., 2017; Jiang et al., 2017).

Valoracion de vacunas:

Pruebas de Inhibicion de la Hemaglutinacion: Los resultados de las pruebas de IH pueden indi-
carnos si los anticuerpos desarrollados tras la vacunacion (o infeccion) con un influenzavirus pueden
reconocer y unirse a otros influenzavirus, lo que significa que estos otros virus son similares al virus
de la vacuna.
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Determinacion de la persistencia de células Memoria: la proporcion de células B de memoria
en circulacion no se correlaciona exactamente con los titulos de anticuerpos para muchos antigenos
(Amanna et al., 2007). Los estudios en primates no humanos también sugieren que las células plas-
maticas pueden persistir durante un periodo de tiempo prolongado en ausencia de division celular, y
en ausencia de células B de memoria (Hammarlund et al., 2017).

En félidos ninguna vacuna proporciona una proteccién completa, pero merece la pena vacunar
a los gatos de compaiiia, ya que es la mejor medida preventiva. También puede ayudar a reducir los
sintomas, incluso si estan infectados. También es importante saber que incluso los gatos vacunados
pueden convertirse en portadores e infectar a otros gatos, o personas, sin mostrar ningtn sintoma. La
vacuna no puede prevenir los sintomas si el animal ya tiene gripe felina (Bluecross.org.UK).

Vacunas de Nanoparticulas:

El desarrollo de formulaciones basadas en nanotecnologia ha demostrado ser muy prometedor para
el desarrollo de vacunas de nueva generacion, mejoran la estabilidad de la vacuna y aumentan la inmu-
nogenicidad de los antigenos encapsulados. Su efectividad varia con la forma, el tamafio y las propieda-
des del vehiculo de administracion. Se utilizan nanoparticulas de oro y plata, liposomas y nanoparticulas
de quitosano’, que tienen la capacidad de inducir las respuestas de células T especificas del antigeno y
las respuestas de anticuerpos (Fifis et al., 2004). Los principales nanoportadores de vacunas incluyen
liposomas, nanoparticulas inorganicas, nanoparticulas de quitosano, nanoparticulas PLGA® y particulas
similares a virus (VLP) (Khan et Khan, 2021; Sied et al., 2003; Ahmad et al., 2001).

Escape del IV de las vacunas por Mutacion

Las modificaciones post transduccionales (PTMs) inducidas por la ubiquitinacion de PB1-F2
son cruciales para el control de la actividad de la polimerasa virica (Marques et al, 2019; Kosik et al.,
2015). La pérdida de la ubiquitinacion de PB1-F2 (por mutacién en el dominio C-terminal de lisina
por arginina, en la cepa laboratorial PR8), determina un incremento de la PB1-F2 en el ntcleo y de
la actividad de la polimerasa, asi como del antagonismo al IFN-b y las respuestas de anticuerpos mas
altas tras la vacunacion, mientras que el virus salvaje mostro una reaccion de anticuerpos débil (Kosik
etal., 2015).

Con lo que es posible seleccionar fuertes mutantes de escape incluso a partir de suero extraido
después de que el virus Perth/2009 circulara en individuos vacunados con un derivado antigénico de
este virus. En algunos casos, la vacunacion desplaza la especificidad del suero, mientras que en otros
casos potencia principalmente las especificidades (Fonville et al., 2014; Lee et al., 2016; Lee et al.,
2019; Henry et al., 2019). Las mutaciones de escape fuertes se encuentran predominantemente, pero
no exclusivamente, en antigenos de la cabeza globular de HA, aunque sus efectos inmunes varian
(Lee et al., 2019).

Vacunas en Cerdos

Los virus de la gripe suina infectan naturalmente a los cerdos y pueden transmitirse a los huma-
nos. Los cerdos se infectan de virus humanos, aviares y naturalmente porcinos, constituyen un vaso
de mezcla, de modo que en ellos se producen reagrupamientos genéticos entre virus procedentes de
distintas especies de aves, de humanos y de suinos, que generan nuevos virus influenza, que pueden

79.- Biopolimero de aminopolisacaridos.

80.- Copolimero de acido lactico y glicdlico.
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infectar a humanos y a otros cerdos. Por lo que seria deseable contar con una vacuna anti-influenza
porcina que induzca proteccion por inmunidad cruzada entre diferentes IVs y subtipos de estos, que
circulan en cerdos (Richt et al., 2006). Se han ensayado vacunas que incluyen un seudogen para la
proteina no estructural NS18' (A/swine/Texas/4199-2/98), de forma que produce una proteina incom-
pleta respecto a la del virus salvaje H3N2 (Richt et al., 2006; Vandoorn et al., 2022); aunque induce
anticuerpos neutralizantes contra el virus homologo en el suero y en menor medida en la nariz y los
pulmones, no se detectaron titulos significativos de anticuerpos de reaccion cruzada contra los swIV
A heter6logos. Por lo tanto, la proteccion cruzada parcial probablemente se base en respuestas inmu-
nes celulares y mucosas contra partes conservadas de las proteinas swlV A (Vandoorn et al., 2022).

En Cerdos, la débil inmunidad mucosa en vias respiratorias inducida por la vacuna, puede ser
solventada mediante la activacion de células NKT invariantes, mediante a-Galactosilceramida como
adyuvante en vacuna frente al virus suino HIN1 inactivado, administrada por via intranasal (Dwi-
vedi et al., 2016). En su experimento Dwivedi y colaboradores, observan un notable incremento de
IgA especifica frente al IV a/HINI1, la secrecion de IFN-a y la citotoxicidad celular NK. Ademas, la
estimulacion celular de iNKT mejoro la secrecion de citocinas Th1 (IFN-y e IL-12) y redujo la pro-
duccion de citocinas inmunosupresoras (IL-10 y TGF-B) en los pulmones de cerdos.

Vacunas disponibles para cerdos portan los IV suinos Bakum/IDT1769/2003 (H3N2) Haseliinne/
IDT2617/2003 (HIN1) Bakum/1832/2000 (HIN2).

Vacunas antiinfluenza en vehiculos de nanoparticulas se han ensayado en porcinos: La protei-
na de membrana M2 del virus de la gripe inmovilizada en nanoparticulas de oro indujo inmunidad
protectora contra los subtipos de influenza A (Tao et al., 2015). Utilizando Nanoparticulas a base de
quitosano (polimero biodegradable) se ha conseguido mejorar la inmunogenicidad de la vacuna con-
tra el virus de la gripe. Las nanoparticulas de PLGA (poli(acido lactico-co-glicolico) incrementan la
proliferacion de linfocitos especificos del antigeno contra los antigenos HIN2 (Dhakal et al., 2017).

El continuo contagio de cerdos por influenzavirus humanos, ha obligado al empleo de autovacu-
nas (van Reeth et Ma, 2013; Nelson et al., 2015; Tapia et al., 2018, 24).

Recomendaciones CDC (2024)

» Usar las medidas de bioseguridad adecuadas

» Utilizar procedimientos de cria de cerdos con el sistema “todo dentro — todo fuera” y limitar
el traslado de cerdos entre los corrales, los establos y las granjas

* Mantener limpios los establos, la comida y los depositos de agua

* Vacunar a los criadores de cerdos contra la influenza estacional cada afio

» Usar sistemas de ventilacion adecuados en espacios cerrados como establos de cerdos

* En muestras, ferias o exposiciones agricolas en las que hay muchos cerdos, el hecho de redu-
cir el tiempo que los cerdos estan en la feria o en la exposicion puede reducir la transmision
de la influenza entre los cerdos y entre cerdos y personas.

* Vacunar a toda la piara con vacunas contra la influenza porcina.

Las vacunas contra la influenza para cerdos pueden ayudar a reducir el riesgo de infeccion por
el virus de la influenza porcina, pero puede que no sea efectiva al 100%. A veces, es posible que las
vacunas contra la influenza utilizadas en cerdos no protejan contra el virus o los virus que se propagan
entre los cerdos, porque el virus de la vacuna debe coincidir con el virus de influenza A que circula
entre los cerdos.

81.- Puesto que la NS1inhibe el sistema del IFN.
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Vacunas en Aves

La efectividad de una vacuna depende de la similitud antigénica del virus vacunal con la del
influenzavirus infectante, de la concentracion de antigeno en la vacuna y de la calidad de la emulsion
aplicada (Quintana Lopez, 2015).

Por tanto, a la hora de formular vacunas aviares, habra que:

» Minimizar la distancia antigénica entre las vacunas y las cepas de campo, lo que requiere actuali-
zaciones rapidas de las vacunas para que coincidan con las cepas circulantes (EFSA, 2023). Deben
disenarse y actualizarse vacunas, cuyos antigenos coincidan con las cepas circulantes en aves.

* Generar datos armonizados sobre la eficacia de las vacunas que demuestren su capacidad para
reducir la transmision, y esta capacidad también debe evaluarse en ensayos de campo. La plani-
ficacion de la vacunacion requiere seleccionar el tipo de vacuna y el esquema de vacunacion mas
adecuados. La vacunacion protectora de emergencia se limita a las vacunas que no estan restrin-
gidas por la especie, la edad o la inmunidad vectorial preexistente, mientras que la vacunacion
preventiva debe dar prioridad a la consecucion de la maxima proteccion, especialmente para las
especies mas susceptibles en zonas de alto riesgo de transmision. (EFSA, 2023)

* La primera vacunacion varia hasta las 6 semanas de edad. Ya que a menudo no se dispone de
datos sobre el inicio y la duracidon de la inmunidad en las especies.

* Las vacunas aviares deben demostrar que son capaces de eliminar o reducir la transmision de
IVs aviares.

* La efectividad de las vacunas debe ser monitorizada y complementada con otras medidas otras
medidas de vigilancia y prevencion

Vacunas Aviares Autorizadas en Europa:
A partir de mayo de 2024, dos vacunas veterinarias estan autorizadas en la UE para la prevencion
de la gripe aviar A, subtipo H5, en pollos:

— Nobilis Influenza H5N2: una vacuna convencional e inactivada, que potencialmente podria
ayudar a abordar el riesgo de gripe aviar altamente patdgena, pero actualmente se produce en
cantidades limitadas.

—Innovax ND-HS5: una vacuna vectorial donde el vector, un herpesvirus de pavo, expresa el gen
de la proteina de fusion del virus de la enfermedad de Newcastle y el gen de la hemaglutinina
del subtipo H5 del virus de la gripe aviar.

Otros candidatos a vacunas se encuentran en diferentes etapas de desarrollo.
Las aves de corral de granja no se vacunan de forma rutinaria contra la gripe aviar en la UE.

Tipos de Vacunas Aviares:

Vacunas con Virus Inactivados. Las vacunas inactivadas y adjuvadas contra el virus aviar en-
tero son las mas comercializadas, ya que la amplificacion, inactivacion y adyuvante del virus es un
procedimiento bien establecido.

Estan constituidas por virus inactivados en aves. Logran, en las infecciones por cepas de alta
patogenicidad, disminuir las lesiones evitando el fallo multiorganico debido a la hemaglutinacion
intravascular y la trombosis; pero no impiden la replicacion del virus en el epitelio correspondiente
a la infeccion de entrada, debido a la ausencia de anticuerpos IgA que eviten la adhesion del IV a los
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receptores de las membranas celulares epiteliales. La reaccion antigeno/anticuerpo se llevara a cabo
una vez liberado el virus en sangre (viremia) y su intensidad dependera de la relacion en la cantidad
de cada elemento: Ag-Ac. No se desarrollara fallo organico multiple en el caso de inferioridad en la
cantidad de anticuerpos debido a que el proceso de hemaglutinacion serd leve o moderado, que ade-
mas serd compensado por los procesos fisiolégicos de homeostasia. Es decir un ave vacunada puede
sobrevivir a una infeccion por IV aviares de alta patogenicidad, dando tiempo a su organismo a gene-
rar anticuerposespecificos que impediran la adhesion y replicacion posterior del IV sobre las mucosas
respiratoria y digestiva, en una infeccion subsiguiente (EFSA, 2023), pero puede excretar virus.

Vacunas de Subunidades. Syvac® EH Marker se basa en la tecnologia de subunidades. Una
vacuna de subunidades s6lo contiene partes (o «subunidades») de un virus o bacteria, en lugar de
todo el microorganismo. Estas vacunas, también denominadas vacunas marcadoras, inducen una res-
puesta inmunitaria diferente de la inducida por la infeccion natural. Las vacunas marcadoras se basan
en mutantes por delecion en patdgenos de tipo salvaje, vacunas de subunidades y vacunas de virus
completos inactivados.

Vacunas vectorizadas también se utilizan ampliamente en el sector avicola HVT. Utilizan una
version modificada e inofensiva de un virus diferente (generalmente el Herpesvirus del pavo), como
vehiculo para llevar genes de influenzavirus (generalmente el de la HA).

Vacunas con tecnologia recombinante. Parecidas a las anteriores, pero que se elaboran en
laboratorio, mediante ingenieria genética, pero utilizando células distintas a las que se producirian en
la naturaleza (cultivo en embrion de pollo). Permite una adaptacion suave a las cepas circulantes y
solo requieren informacion relacionada con la secuencia genética de las cepas circulantes

Vacunas de acidos nucleicos se estan considerando para el sector avicola: Wang et al (2025)
utilizan ARNm para H5 en nanoparticulas lipidicas (INRNA-LNPs).

La mayoria de las vacunas son especificas para su uso en pollos de gallina, algunas estan indica-
das para patos y gansos, mientras que muy pocas son especificas para pavos y patos.

Las vacunas se administran principalmente por via subcutanea mediante inyeccion, con una edad
de administracion que varia ampliamente, pero la mayoria se recomiendan a las 2 semanas de edad.
la inmunidad total o la inmunidad a largo plazo para diferentes tipos de produccidon pueden requerir
mas de una dosis

Indicaciones de la Vacunacion antigripal de Aves:
Estrategias Vacunales. Distintas Finalidades de Vacunas Aviares:

En dependencia de la situacion epizootiologica: alta densidad de granjas en una zona con apari-
cion de brotes de enfermedad; presencia de la enfermedad en aves silvestres. Segln las condiciones
ambientales de la zona en que se ubican las explotaciones avicolas: presencia de humedales, rutas de
aves migratorias.

En estas condiciones epizootioldgicas y ambientales, la EFSA (2023) recomienda acciones vacu-
nales distintas: La EFSA (2023,24) contempla tres estrategias de vacunacion (supresora de emergen-
cia, protectora de emergencia y preventiva) con su resultado final previsto (ausencia de enfermedad,
erradicacion rapida o minimizacion de pérdidas).
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* Vacunacion de las aves de corral en los establecimientos afectados para obtener una erradi-
cacion rapida: esto llevaria a implementar una vacunacion supresora de emergencia, que tiene
como objetivo una contencion breve y temporal de la enfermedad.

* Vacunacion de las aves de corral en caso de que se produzca un cambio en el riesgo de infeccion
por HPAIV para prevenir la introduccion y propagacion de la enfermedad/para mantener
la ausencia de la enfermedad/para evitar pérdidas econémicas: esto llevaria a la implemen-
tacion de la vacunacion protectora de emergencia

* Vacunacion de las aves de corral en ausencia de un cambio en el riesgo de infeccion por HPAIV
para prevenir la introduccién y propagacion de la enfermedad/para mantener la ausencia de
la enfermedad/para evitar pérdidas econémicas: esto llevaria a implementar una vacunacion
preventiva

Utilizando el modelo de transmision-kernel, se construyeron mapas de riesgo: las areas con alto
riesgo de transmision entre granjas se caracterizaron por granjas con un numero de reproduccion
estimado R > 0.8.

Inicio de la inmunidad y su duracién: Los datos sugieren 2-3 semanas tras la primera vacuna-
cion para lograr la proteccion, y algunas vacunas con vectores HVT (herpes virus de pavo) requirie-
ren hasta 4 semanas.

PrRoGRAMAS DE CONTROL/VACUNACION:

El control y la erradicacion de la HPAIV es muy dificil, ya que pueden existir diferentes dificul-
tades para la erradicacion del I'V.

-baja efectividad de la vacuna para proteger plenamente a las aves vacunadas y prevenir nuevos
brotes

-factores especificos del huésped que podrian provocar el fracaso de la vacuna debido a una res-
puesta inmunitaria pobre

-cobertura vacunal inadecuada, incapaz para detener la circulacion del virus, cuando la vacuna
no impide la transmision del IV aviar

-una vigilancia ineficaz, incapaz de detectar el virus de campo en las parvadas vacunadas, dando
lugar a una circulacion clinicamente silenciosa de HPAIV.

Medidas de Control de la Vacunacién:Control de la Efectividad de las Vacunas Aviares.
Evaluacion de las Vacunas Aviares

Segun la EFSA (2024) el control de la efectividad de poblaciones/explotaciones avicolas vacu-
nadas debe efectuarse mediante el diagnostico:

La seleccion de métodos de diagndstico adecuados, que tengan en cuenta el tipo de vacuna uti-
lizada es importante a la hora de aplicar un programa de vacunacion contra la gripe aviar altamente
patogena (IAAP) (EFSA, 2023,24). Si la vacunacion es efectiva, se espera una disminucion de la
carga viral en las muestras utilizadas para el diagnéstico, por lo que los métodos moleculares de alta
sensibilidad son la mejor opcidon. Aunque los métodos seroldgicos pueden ser razonablemente sensi-
bles, pueden producir resultados que son dificiles de interpretar. Ademas de la monitorizacion mole-
cular rutinaria, es recomendable el aislamiento del IV, su secuenciacion genética y la caracterizacion
fenotipica de cualquier virus de la IAAP detectado en manadas vacunadas para detectar los mutantes
de escape temprano.
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Tras la vacunacion de urgencia, debe establecerse una vigilancia viroldgica de las aves muertas,

de modo que pueda asegurarse la ausencia de enfermedad, o detectarse precozmente la presencia de
IVs aviares de alta patogenicidad (VPHA) en las poblaciones vacunadas. En patos, pueden efectuarse
pruebas virologicas y serologicas sobre aves vivas. Ademas debe establecerse un perimetro de vigi-
lancia, respecto de las explotaciones vacunadas.

Para permitir el movimiento seguro de las aves vacunadas durante la vacunacion de emergencia,

deben efectuarse medidas que mitiguen el riesgo: analisis microbioldgicos en las 72 horas previas
al movimiento y examen clinico, para detectar signos compatibles con influenza aviar. © Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria.

Evaluacion de las Vacunas Aviares

La EFSA (2023,24) la calcula en base a:

La distancia antigénica entre las cepas vacunales y las cepas circulantes. Se analizdé con una
metodologia in-silico introducida por Peeters et al., 2017. Se hizo determinando una secuencia
de consenso de HA de HSNX HPAIV (influenzavirus de alta patogenicidad) del clado 2.3.4.4b
(se realiz6 alineando secuencias de la base de datos GISAID - Global Initiative on Sharing All
Influenza Data). Los aminoacidos en las 27 posiciones identificadas como determinantes para la
inmunidad protectora se extrajeron de secuencias de HA de virus vacunales de vacunas dispo-
nibles en bases de datos publicas. La distancia genética de la secuencia de consenso se calculd
como la proporcion de los residuos de aminoéacidos que difieren entre los dos virus sobre el total
extraido en cada uno de los 27 residuos. A continuacion, se utilizd la regresion lineal para calcu-
lar los valores de distancia antigénica de las cepas vacunales con respecto a las cepas de IAAP
(gripe aviar de alta patogenicidad) HSNX circulantes.

La efectividad de una vacuna (EV) se definidé como la capacidad de una vacuna para prevenir
la infeccidon en una poblacion determinada. Este dictamen se centrd en la investigacion de la
efectividad de una vacuna para detener la transmision sostenida de la HPAIV en una poblacion
vacunada (EVT). Para evaluar la transmision se utiliz6 el parametro R, donde R es el nimero de
infecciones secundarias causadas por un solo individuo infectado; por lo tanto, cuando la trans-
mision R <1 se desvanece, cuando R > 1 puede producirse una transmision extensa.

La efectividad de las vacunas en pollos (gallinas): los resultados de EFSA sugieren que la ma-
yoria de las vacunas evaluadas pueden reducir la transmision de HSNX HPAIV del clado 2.3.4.4
en pollos en condiciones experimentales. Los datos sugieren una asociacion entre los titulos de
inhibicion de la hemaglutinacion (IH) y la proteccion contra la transmision, especialmente en los
pollos inmunizados con vacunas inactivadas. Esta relacion es menos clara en los patos y no esta
presente en los pavos.

Conforme los experimentos de transmision en pollos, podria esperarse una proteccion completa
2 semanas después de la vacunacion, pero esto se basa en los supuestos de una buena cobertura
de vacunacion y una buena compatibilidad antigénica. Un estudio consultado en la EFSA sugiere
que la inmunidad para detener la transmision en los pollos podria durar menos de 6 meses, mien-
tras que en los pavos y patos la duracion de la inmunidad no se ha determinado (EFSA, 2023).

Sensibilidad elevada. La sensibilidad depende de la efectividad de la vacuna para disminuir la
carga virica. Si la vacuna tiene alta efectividad la carga virica serd baja en las aves, y por tanto
en las muestras bioldgicas obtenidas de estos.

Control Microbiologico. Para el seguimiento de una epizootia y para determinar la efectividad de
una vacuna es necesario el aislamiento del IV aviar y su secuenciacion, que nos dara informacion
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de las posibles mutaciones que hayan ocurrido en los virus infectantes sobre las aves vacunadas
y que eventualmente pueden permitir al IV aviar infectante evadir al sistema inmune activado
por la vacuna.

* Investigacion de ausencia de Influenza en las aves vacunadas. Mediante la investigacion de la
presencia de Vs de alta patogenicidad en aves muertas.

* Investigacion de infeccion por Influenzavirus en explotaciones aviares proximas a las vacuna-
das. Para demostrar la ausencia de la enfermedad con > 99% de confianza y detectar la presencia
de virus de la gripe aviar altamente patogena, se recomiendan realizar pruebas viroldgicas men-
suales de todas las aves muertas hasta 15 por parvada.

* En todo caso siempre debe haber una investigacion clinica y lesional (en aves muertas), a la bus-
queda de signos compatibles con Influenza aviar

* Control de movimiento de Aves: Realizar inspeccion clinica, para comprobar la ausencia de sig-
nos compatibles con influenza en las aves. Puede recurrirse a pruebas complementarias laborato-
riales, que serian precisas en caso de situaciones de presencia de influenza de alta patogenicidad
en la region. La EFSA (2023, 24) recomienda para autorizar el movimiento seguro de aves de
corral vacunadas la investigacion de IV de Alta Patogenicidad en las aves muertas en la explota-
cion que va a efectuar el traslado aviar.

ESTRATEGIA DIVA:

Las vacunas contra la TAAP pueden reducir la enfermedad, aumentar la resistencia a la infeccion,
limitar la excrecion del virus y reducir la transmision (Bourne et al., 2009).

Sin embargo, existe una variabilidad en la eficacia de las vacunas que depende de una serie de
factores. Por lo general, las vacunas rara vez son capaces de inducir una inmunidad esterilizante pro-
longada, por lo que es posible que las aves vacunadas sigan infectandose con virus de tipo salvaje,
pero los resultados de la infeccion en estas circunstancias seran atenuados y la infeccion serd a me-
nudo subclinica. Por lo tanto, es preciso que en cualquier programa de vacunacion se despliegue un
programa complementario de vigilancia o seguimiento para detectar la incursion temprana de virus
de tipo salvaje, y la posible propagacion criptica dentro de una poblacion vacunada (Brown, 2022).

DIVA se corresponde con las siglas de «Diferenciacion entre Animales Infectados y Vacunados»

La estrategia DIVA se basa en dos premisas:

— disponer de una vacuna eficaz contra la cepa circulante con posibilidad de diferenciar entre
animales vacunados e infectados (estrategia DIVA)

— disponer de pruebas de diagnostico capaces de detectar infecciones en animales vacunados
(estrategia DIVA)

DIVA en AVES (OFFLU-WOAH/FAOQO, 2023)

La estrategia DIVA se ha propuesto como posible solucion para lograr la erradicacion de la IAAP
y la IABP H5/H7 sin necesidad de sacrificar aves de forma masiva y sin el consiguiente perjuicio
econémico que esto conlleva, ademas del posible desabastecimiento de productos aviares para el
consumo, especialmente en paises en vias de desarrollo.

Esta estrategia proporciona las ventajas de la vacunacion (menos virus en el medio ambiente),
pero ademas su capacidad intrinseca para identificar parvadas infectadas permitiria la puesta en prac-
tica de otras medidas de control, como el sacrificio sanitario.
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En las estrategias DIVA, se utilizan uno de los dos siguientes mecanismos de deteccion en los
animales vacunados:

1) deteccion del virus de la influenza A (“DIVA virologico”), o
2) deteccion de anticuerpos contra la infeccion por el virus “natural” de la influenza A (“DIVA
serologica”)

Para el empleo de la DIVA seroldgica, deben utilizarse sistemas de vacunacion que faciliten la
deteccion de la exposicion al virus natural en poblaciones vacunadas. Se han utilizado varios sistemas:

—En primer lugar, utilizacién de vacunas que contengan un virus con el mismo subtipo de hemag-
lutinina (H) pero diferente neuraminidasa (N) que el virus natural. Los anticuerpos frente a la N
del virus natural actian como marcadores naturales de la infeccion.

—-Una segunda opcion de DIVA seroldgica es el uso de vacunas que contengan solo HA, p. ej.
Vacunas recombinantes, ya sean replicantes o no, lo cual permite utilizar sistemas validados de
AGID#® clasico y ELISA basados en nucleoproteinas (NP) o proteinas de la matriz para detectar
anticuerpos indicativos de infeccion en aves vacunadas.

En vacunas inactivadas se ha descrito una prueba que detecta anticuerpos contra las proteinas
viricas no estructurales o M2e® (Tan et al., 2021).

Vacunas compatibles con DIVA seroldgica:

En general son las capaces de distinguir entre proteinas de IVs aviares circulantes y las corres-
pondientes al virus vacunal: NP, NA, NS. Asi pueden utilizarse los titulos de IH en aves vacunadas e
infectadas experimentalmente confrontadas con los resultados ELISA para la deteccion de anticuer-
pos contra la nucleoproteina (NP) en aves vacunadas con vacunas compatibles con DIVA (EFSA,
2024). También pueden efectuarse estos ensayos ELISA frente a la deteccion de anticuerpos contra
otras proteinas viricas.

Vacunas compatibles con DIVA serologica: Obviamente la capacidad de diferenciacion, y por
tanto la estrategia DIVA, sera tanto mas efectiva cuantas mas proteinas difieran entre la vacuna y el
IV infectante (de campo). Asi:

* Vacunas vectorizadas HVT (asociadas a células vivas)

* Vacunas de ADN

* Vacunas de ARN autoamplificado

» Vacunas ND vectorizadas (inactivadas + adyuvantes)

* Vacunas de subunidades (HA recombinante)

* Particulas similares a virus

* Vacunas de virus completo inactivado (VTI) de ingenieria inversa (rg)
* Vacunas de virus completo inactivado (WIV)

Estas dos ultimas vacunas tienen algunas limitaciones, pero siguen siendo compatibles. Se requiere
la presencia de una neuraminidasa heterdloga en la vacuna para diferenciarlas. Los anticuerpos an-
ti-NS1 pueden estar presentes, aunque con menor sensibilidad. También se necesita la presencia de una
neuraminidasa heterdloga en la vacuna para diferenciarlas; ademas, se utilizan ELISA anti NP y NS1.

82.- Inmunodifusion en gel de Agar.

83.- Ectodominio de la Proteina de Matriz M2.
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Estrategia “tipo DIVA”: Vigilancia centinela mediante centinelas no vacunados

El uso de aves centinela y la monitorizacion constante de la situacion de la parvada no se ajustan
a la definicion estricta de una estrategia DIVA (Diferenciacion entre Animales Vacunados e Infec-
ciones Activas), pero estos métodos pueden emplearse para supervisar las parvadas vacunadas. Si se
decide implementar la vigilancia centinela, es necesario mantener un porcentaje determinado de aves
centinela no vacunadas (normalmente el 1%), distribuirlas adecuadamente en la parvada vacunada y
someterlas a pruebas virologicas y serologicas.

Limitaciones de la DIVA serologica:

Sin un cumplimiento riguroso por parte de los ganaderos y un sistema de gestion adecuado, la
presencia de aves centinela en la parvada puede facilitar la introduccion y transmision del Virus de In-
fluenza Aviar Altamente Patogeno (VIAAP) en este grupo de aves. Desde el punto de vista logistico,
resulta complejo identificar a los animales en grandes bandadas. Ademas, los resultados seroldgicos
“falsos positivos” no son infrecuentes, lo que dificulta la interpretacion y provoca interrupciones
innecesarias en el comercio. También se presenta la reactividad cruzada de los anticuerpos contra el
Virus de Influenza Aviar de Baja Patogenicidad (LPAIV).

El muestreo seroldgico puede necesitar confirmacion por el viroldégico EFSA (2023,24).

Los patos son susceptibles (posibles portadores asintomaticos) de muchos influenzavirus.

Las aves de cria ecologica, criadas en libertad y de traspatio presentan un mayor riesgo de expo-
sicion a virus de gripe aviar diferentes del HSNx.

Las estrategias de refuerzo heter6logo con diversas tecnologias de vacunas podrian limitar el
nimero de opciones de diagndstico diferencial (vacuandos/infectados.

Los ensayos NP-ELISA se pueden utilizar para detectar infecciones pasadas en aves vacunadas
(enfoque DIVA), si se utilizan vacunas compatibles (es decir, vacunas que no contengan la Nucleo-
proteina de influenzavirus aviar en la formulacion).

La cocirculacion de virus de la influenza aviar de baja patogenicidad puede interferir con las
medidas de vigilancia diagnéstica molecular y seroldgica en las parvadas vacunadas contra la gripe
aviar altamente patdgena, asi como en las no vacunadas. Debe disponerse (en laboratorios oficiales)
de métodos moleculares que permitan identificar todos los virus de la influenza aviar, incluidos los
LPAIV (baja patogenicidad), hasta los niveles de subtipo y patotipo (influenzavirus A aviares que
difieren por su capacidad patogénica).

El método de diagnostico mas efectivo para la deteccion de HPAIV (alta patogenicidad) en par-
vadas vacunadas es la RT-qPCR (método molecular de deteccion cuantitativa de ARN por transcrip-
cion inversa), por su mayor sensibilidad y especificidad.

Es muy recomendable la caracterizacion genética de todos los virus identificados detectados en
parvadas vacunadas. Asi como su posible adaptacion a especies mamiferas (EFSA, 2023,24).
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Medidas de restriccion y mitigacion de riesgos con la Influenza Aviar (EFSA, 2024)

1. La influenza aviar de alta patogenicidad como categoria A+D+E. Por tanto, es una enferme-
dad sobre la que deben tomarse medidas de erradicacion inmediatas tan pronto como se detecte su
existencia. También deberan adoptarse medidas para evitar su propagacion ante la entrada o despla-
zamientos entre Estados miembros y se debera elaborar un sistema de vigilancia para su control.

2. La influenza aviar de baja patogenicidad como categoria D+E, siendo necesaria la aplicacion
de medidas para evitar su propagacion frente a las importaciones o desplazamientos entre Estados
Miembros y, también, el ejercer una vigilancia de dicha enfermedad, pero no se considera de notifi-
cacion inmediata, ni se requieren medidas de contingencia ante su sospecha o confirmacion (Regla-
mento de Ejecucion (UE) 2018/1882).

Actuacion Ante Brotes

(MAPA. SECRETARIA GENERAL DE AGRICULTURA Y ALIMENTACION. DIRECCION GENERAL DE SANIDAD DE LA PRODUCCION
AGROALIMENTARIA Y BIENESTAR ANIMAL. SUBDIRECCION GENERAL DE SANIDAD E HIGIENE ANIMAL Y TRAZABILIDAD, 2024)

Si aparece un brote de gripe aviar altamente patdogena, la Union Europea establece:
* Sacrificio de todas las aves de la explotaciéon y destruccion de sus cadaveres y huevos.

* Movimientos controlados de las aves de corral, y sus productos, estiércoles y todo aquel mate-
rial relacionado con el manejo de las aves que pudiese estar contaminado, en las areas declara-
das, para evitar la propagacion del virus.

* Estrictas medidas de bioseguridad, desinfeccion de instalaciones, material y vehiculos de trans-
porte que pudiesen estar contaminados.

* Rastreabilidad y vigilancia para determinar la fuente de contagio y las vias de expansion de la
enfermedad.

* Zonificacion para establecer areas infectadas y aquellas libres de la enfermedad, asi como com-
partimentalizacion territorial para controlar los movimientos de vehiculos que puedan suponer
un riesgo para la transmision de la enfermedad.

Lanormativa comunitaria contempla la posibilidad de realizar vacunacién de emergencia, como
complemento de las medidas de control a corto plazo para contener un foco cuando una evaluacion
de riesgo indique que existe una amenaza significativa e inmediata de introducciéon o propagacion
de la influenza aviar, o cuando se haya declarado un foco. La decision de introducir la vacunacion
como medida de control debera ser tomada por el Estado Miembro en colaboracion con la Comision
de acuerdo con un plan aprobado por el Standing Committee on Plants, Animals, Food and Feed
(Comité PAFF). Dicho plan de vacunacion estard en linea con una estrategia DIVA. Reglamento de
Ejecucion (UE) 2018/1882.

Asimismo, se autoriza también la vacunacion preventiva de las aves de corral u otras aves cau-
tivas como medida a largo plazo. Consultar Reglamento Delegado UE 2020/687.
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