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Resumen

Analisis computacional de la hemaglutinina de los virus de influenza A de linaje

pandémico en Colombia

Aunque se ha demostrado la amplia circulacion del virus influenza (VI) A en cerdos y
humanos en el mundo y en Colombia, existen pocos estudios que hayan caracterizado los
aspectos bioldgicos de estos virus. Por tanto, éste trabajo se basdé en el analisis
computacional de la proteina de superficie hemaglutinina (HA) de cepas pandémicas del
VI circulantes en el pais, y su relacién con un cambio en las propiedades bioldgicas de
estos. Este trabajo se desarrolld en tres capitulos, en el primero se caracterizd la
composicion gendmica de la HA, seguido de la identificacion de las mutaciones en esta
proteina y su posible contribucién a la diseminacién de estos virus en la regién. Los ultimos
dos capitulos, correspondieron al analisis estructural de la HA y su interaccién con los
receptores celulares. En general, se sugiere que las mutaciones 1322V, P84S, S204T,
E375K entre otras, pudieron haber contribuido al fitness y en el establecimiento de estos
virus en las poblaciones actuales en Colombia. Las mutaciones mas relevantes (E375K y
S163N) estaban relacionadas con el aumento de la virulencia y la capacidad de evadir la
respuesta inmune. Adicionalmente, se observé un cluster filogenéticamente relacionado
que presentd dos mutaciones unicas (D223X y Q224X) no reportadas previamente. Por
otra parte, para los modelos de los consensos tridimensionales de la HA, se observo que
el modelo cBri18 (con mutaciones unicas R46G, P283A y 1299V), representativo de su
cluster, mostré6 comportamientos estructurales ligeramente distintos a los otros modelos y
presentd cambios en el loop130 del sitio de unién al receptor. Adicionalmente, luego del
analisis de los modelos de HA mas relevantes, se encontré que estos mantienen
preferencia la unién con los receptores celulares humanos (SAa2,6) sobre los aviares

(SAa2,3). También que el modelo cCal09 tuvo mayor afinidad por SAa2,6; y que el modelo
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cBri18 fue el unica interactué con SAa2,3, hecho que puede atribuirse a los cambios
evidenciados en el loop130. En conclusién, la presencia de ciertas mutaciones en la
proteina HA de VI H1IN1pdm de Colombia estan posiblemente influenciando las
propiedades biologicas de estos virus, sin embargo, otros estudios son necesarios para
poder confirmar estos hallazgos. No obstante, este conocimiento generado aporta en el

fortalecimiento de las acciones en la vigilancia y control de estos virus en el pais y la region.

Palabras clave: Virus de influenza, Colombia, HA, mutaciones, diversidad genética,

docking, dinamica molecular.
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Abstract

Computational analysis of the hemagglutinin of pandemic lineage influenza A
viruses in Colombia
Despite circulation of influenza virus (IV) in pigs and humans globally, few studies have
characterized its biological features in Colombia. Therefore, in this study a computational
analysis of the hemagglutinin (HA) surface protein of IV pandemic strains circulating in the
country, and its relationship with a change in their biological properties was carried out.
This work was developed in three chapters, in the first one, the genomic composition of HA
was characterized, followed by the identification of the mutations and their possible
contribution to the dissemination of these viruses in the region. The last two chapters
corresponded to the structural analysis of HA and its interaction with cell receptors. In
general, the mutations 1322V, P84S, S204T, E375K, among others, have contributed to the
fitness and establishment of these viruses in current populations in Colombia. The most
relevant changes (E375K and S163N) were related to increased virulence and the ability to
evade the immune response. In addition, a phylogenetically related cluster was found that
exhibited two unique changes (D223X and Q224X) not previously reported. On the other
hand, for the three-dimensional consensus models of the HA, it was shown that the cBri18
model (with exclusive mutations R46G, P283A and 1299V), representative of its cluster,
showed structural changes in the loop130 of receptor binding domain behaviors slightly
different from the other models. In addition, analyzing the most relevant HA models, it was
found that they preferentially bind to human cell receptors (SAa2,6) over avian (SAa2,3).
Also, that the cCal09 model had a higher affinity for SAa2,6; and that the cBri18 model was
the only one that interacted with SAa2,3, a fact that can be attributed to the changes

observed in loop130. In conclusion, the presence of certain mutations in the HA protein of
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IV H1N1pdm from Colombia might be influencing the biological properties of these viruses,
however, other studies are necessary to confirm these findings. However, this generated
knowledge contributes to strengthening actions in the surveillance and control of these

viruses in the country and the region.

Keywords: Influenza virus, Colombia, HA, mutations, genetic diversity, docking,

molecular dynamics.
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Lista de abreviaturas

Abreviatura Significado
VI Virus de Influenza
SAu2,6 Receptor Celular Humano
SAa2,3 Receptor Celular Aviar
H1N1pdm Linaje Pandémico
Rg Radio de giro
RMSD Root Mean Square Root
RMSF Root Mean Square Fluctuation
MMGBSA Molecular Mechanics Generalized Poisson Boltzmann Surface
Area
HA Hemaglutinina
NA Neuramindasa
NP Nucleoproteina
M Proteina Matriz
NS1 Proteina No Estructural
NEP Proteina estructural
PB1 Polimerasa 1
PB2 Polimerasa 2
HS Humano estacionario
EA Euro asiatico
CS Porcino Clasico
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1. Introduccion

1.1 Planteamiento del problema

El virus Influenza (VI) causa una infeccion altamente contagiosa que afecta el tracto
respiratorio de humanos y distintas especies de animales. Esta enfermedad afecta
alrededor del 5 % al 15 % de la poblacién mundial cada afio (Petrova & Russell, 2017). Se
calcula que la infeccion por VI ha causado entre 50 y 100 millones de muertes a lo largo
de la historia en distintas pandemias y epidemias, lo que la ha categorizado como una de
las enfermedades mas mortales (Fraser et al., 2011). La primera pandemia de influenza
documentada fue en el afio 1918, la cual cobr6 la vida de alrededor de 70 millones de
personas y una de las ultimas fue ocasionada por un nuevo virus en el 2009 (Michaelis
et al., 2009). Actualmente causa de 3 a 5 millones de casos severos y desde 250,000 hasta
500,000 muertes anuales (Petrova & Russell, 2017), afectando principalmente a nifios,
adultos mayores de 65 afos y personas inmunocomprometidas o que padecen
enfermedades cronicas (Tafalla etal., 2016). Sin embargo, como se menciono
inicialmente, el virus infecta una alta variedad de especies huésped como las aves y los
cerdos. En el caso del virus aviar, las estrategias de preparacion y prevencion incluyen el
sacrificio de aves enfermas y la vacunacion (Otte et al., 2008). Desde 2003, mas de 400
millones de aves han sido sacrificadas en todo el mundo como resultado directo de brotes
de influenza aviar (Boni et al., 2013). En los cerdos, la infeccion por VI es un problema
comun en las granjas, se estima que el 57% de las granjas en Estados Unidos son
prevalentes a VI (Klement et al., 2017). La vacunacién en cerdos, el cierre temporal, entre
otras, son medidas requeridas para el control del VI en las granjas afectadas (Cador et al.,
2017).

Los cerdos han jugado un papel epidemiolégico fundamental en la adaptacién y evolucion
de VI. Estos animales poseen caracteristicas en su tracto respiratorio que permite la

coinfeccion de diferentes cepas virales lo que favorece la aparicion y emergencia de
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nuevos virus. Todo esto representa un gran riesgo de salud y produccién animal,

generando grandes impactos a la salud a nivel mundial.

El VI se caracteriza por estar en constante evolucion, la cual se encuentra mediada
principalmente por mutaciones en su genoma. Estas mutaciones son responsables de
modificar las caracteristicas biologicas del virus y alterar mecanismos tales como: la
transmisién entre especies, el escape al reconocimiento por anticuerpos neutralizantes o

la resistencia a medicamentos antivirales (Petrova & Russell, 2017).

De forma general, hay disponible mucha informacioén acerca del virus en el mundo, pero
en el contexto latinoamericano y especialmente colombiano, los estudios de
caracterizacién de estos virus en cerdos y humanos son muy escasos. En la década de
los 70s se reportd por primera vez la existencia del VI en cerdos en Colombia (Hanssen
et al., 1977). Luego se realizé deteccion del HIN1 pandémico (Consuelo Ramirez-Nieto
et al., 2012; Karlsson et al., 2013), el cual ha circulado en poblaciéon humana y de manera
endémica en poblaciones porcinas. Sin embargo, a la actualidad no existen analisis
extensos a nivel molecular y estructural que permitan entender como es el
comportamiento y la evolucion de los virus en el pais, cuales son las caracteristicas
epidemioldgicas y bioldgicas particulares de estos virus y qué efectos podrian tener dichas
caracteristicas en la interaccion de virus-hospedero, en la prevencién y control de la

enfermedad en el pais y la region.

Por lo tanto, este trabajo busca investigar: ;como la presencia de mutaciones en la
proteina de superficie (HA) de los IV reportados en Colombia pueden alterar las
propiedades estructurales y bioldgicas (afinidad por hospederos, transmisién, evasion

inmune y patogenicidad) del virus?

1.2 Justificacion

El VI se caracteriza por su naturaleza impredecible. Debido a su biologia el VI se
encuentra en continuo cambio. Una de las maneras en las que el virus evoluciona se

conoce como cambio antigénico, la cual consiste en acumulacion de mutaciones en las
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proteinas virales superficiales que pueden modificar dos aspectos importantes: primero,
la especificidad del virus a la hora de interactuar con la célula huésped, causando un
aumento o disminucion de la afinidad del virion y modificando su habilidad para infectar y
transmitirse entre hospederos; y segundo, estas mutaciones pueden ocurrir en sitios clave
involucrados en la union del virus a farmacos o en la neutralizacion por los anticuerpos,
afectando la eficacia de los antivirales, las vacunas o la respuesta inmune ante la infeccion
(Webster & Govorkova, 2014). Otro mecanismo de evolucion mas drastico pero menos
frecuente es llamado re-arreglo antigénico. Este se genera cuando diferentes cepas
provenientes coinfectan un mismo hospedero, provocando un reordenamiento del material
geneético durante la replicacion viral, dando como resultado la emergencia de un virus

completamente nuevo o mutado (Sandbulte et al., 2015).

Dados los altos riesgos que representa la alta tasa de cambio del VI, se puede apreciar el
gran reto que se tiene para la salud publica en Colombia y en el mundo, ya que el
surgimiento de nuevas cepas con potencial pandémico es inesperado. Estas y otras
barreras dificultan la prevencion y control de la enfermedad tanto en humanos como en
animales. Una de las maneras tradicionales en las que se enfrenta este problema es
esperar hasta que ocurra el brote de enfermedad de una nueva cepa viral y una vez esté
circulando entre la poblacion, se toman las medidas para mitigar sus efectos, ya sea con
el desarrollo de vacunas o de farmacos para su control. Sin embargo, todo esto requiere
tiempos de hasta 12 meses o mas (Rajapaksha et al., 2014), causando un gran desafio

dado que en dicho periodo puede propagarse el virus y tener efectos devastadores.

El gran aumento en el uso de herramientas computacionales ha traido gran avance en la
investigacion y desarrollo de técnicas para entender el comportamiento de los virus y sus
efectos. El VI no es una excepcion, en los ultimos afios se han desarrollado innumerables
estudios computacionales acerca de la transmision, respuesta inmune, afinidad por
hospederos, respuesta a farmacos, patogenicidad, entre otros (Bouvier & Palese, 2008).
Es por esto que las herramientas bioinformaticas son de sumo beneficio, ya que con ayuda
de estas se pueden realizar andlisis en un menor tiempo y a menores costos, permitiendo

asi estudiar multiples cepas que se distribuyen a lo largo de las localidades e incluso
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analizar las nuevas que van emergiendo y asi apoyar la toma de decisiones de forma
oportuna.

En Colombia se carece de estudios computacionales que permitan investigar las
caracteristicas y propiedades biolégicas y epidemiolégicas de los VI circulantes
reportados y por ende se hace evidente la necesidad de ampliar el conocimiento que se
tiene acerca de estos virus, y asi entender el impacto potencial que tienen para la salud

publica.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Determinar por analisis in sillico si los cambios en el gen de la hemaglutinina afectan las

propiedades biolégicas de los virus influenza tipo A del linaje pandémico en Colombia.
1.3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto potencial de las mutaciones de la hemaglutinina sobre las
propiedades biologicas de los virus influenza A del linaje pandémico en

Colombia.

2. Generar un modelo estructural 3D de la hemaglutinina que represente los virus

influenza A del linaje pandémico en Colombia.

3. Evaluar si las mutaciones presentes en el dominio de unién al receptor de la
hemaglutinina de los virus estudiados alteran la union con las células del

hospedero (ave y humano).
Cada objetivo se nombro con los titulos listados a continuacion:
Objetivo 1: Analisis de mutaciones HA VI H1IN1pdm

Objetivo 2: Modelacion estructural consenso HA VI H1N1pdm

Objetivo 3: Analisis Union HA y receptores celulares
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2. Fundamentos teoricos

2.1 Biologia del virus

2.1.1 El virus de influenza (VI)

En la biologia es de suma importancia estudiar los virus, su biopatologia, su forma, su
transmisién, las consecuencias que este puede traer a la poblacion y la manera de
prevenirlos. Uno de los virus mas relevantes actualmente es el VI. Este pertenece a la
familia orthomyxovirus, y se han descrito 4 tipos: A, B, C y D (Bouvier & Palese, 2008). Los
tipos Ay C tienen la capacidad de afectar humanos y animales como los cerdos y las aves;
mientras que el tipo B sdlo afecta a humanos. El tipo D, recientemente descrito, solo afecta

a animales (Javanian et al., 2021).

La estructura bioldgica de VI se caracteriza por ser de forma esférica o tubular con tamafios
que van de 80 nm a 120 nm (Stanley, 1944) (ver figura 1). Regularmente, cuenta con 8
segmentos de RNA monocatenarios en sentido negativo, en donde se almacena su
informacion genética. Estos segmentos codifican para 11 proteinas (HA, NA, NP, M1, M2,
NS1, NEP, PA, PB1, PB1-F2, PB2) que estan envueltas en una membrana lipidica y en
una proteina M1 o proteina de la matriz, que se encarga de dar fuerza y rigidez a la

envoltura lipidica.
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Figura 1. Esquema de la estructura y composicion del Virus Influenza tipo A. Dos
proteinas de superficie, HA y NA, y la proteina M2 estan incrustadas en la envoltura viral,
que se deriva de la membrana plasmatica del huésped. EI complejo de ribonucleoproteina
(RNP) comprende un segmento de ARN viral asociado con la NP y tres polimerasas (PA,
PB1y PB2). La proteina de la matriz (M1) esta asociada tanto a la RNP como a la envoltura
viral. (Horimoto & Kawaoka, 2005).

Dentro del tipo de influenza A, existen muchos subtipos agrupados segun las diferencias
que poseen en las proteinas de superficie: hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA).
Existen 18 subtipos diferentes de HA (desde H1 hasta H18) y 11 subtipos de NA (desde
N1 hasta N11) identificados a la actualidad (Petrova & Russell, 2017).

2.1.2 Hemaglutinina y sitio de union al receptor celular

La HA es una glicoproteina que se encuentra en la superficie de la membrana del virus.
Esta se ensambla en homotrimeros compuesta de monémeros que se divide en dos
dominios HA1 y HA2. La region HA1 cuenta con el sitio de union al receptor del acido
sialico del hospedero, que a su vez esta rodeado por 5 sitios epitopos o sitios antigénicos
(Sa, Sb, Ca1, Ca2y Cb), los cuales son reconocidos por anticuerpos que se utilizan para
inhibir la unién con el receptor, neutralizando la inefectividad del virus (ver figura 2).
Mientras que la region HA2 es la encargada de mediar la fusion de la envoltura del virus

para ingresar a la membrana celular.
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Figura 2. Estructura de HA del VI H1N1 pandémico del 1918 resaltando regiones mas
importantes. La cabeza contiene el sitio de union al receptor de acido sialico, que esta
rodeado por cinco sitios antigénicos (Sa, Sb, Ca1, Ca2y Cb). El tallo comprende las hélices
Ay By el péptido de fusion. (Bouvier & Palese, 2008)

La HA en su dominio HA1 cuenta con el sitio de union al receptor (RBD, por sus siglas en
inglés) (ver figura 2). Esta contiene 3 estructuras secundarias conservadas: dos loops en
130 y 220 y una hélice alfa en 190 (Byrd-Leotis et al., 2017; Tzarum et al., 2015). EI RBS
tiene la funcién de reconocer el receptor celular ubicado en la membrana de las células
epiteliales del hospedero y que al entrar en interaccion, permite tanto la entrada del virus
a la célula huésped como la fusion de las membranas, en donde, con la ayuda de todo el
material replicativo de la célula se logra la formacion de nuevos viriones (Bouvier & Palese,
2008). En un estudio en donde se realiz6 la construccion de la HA pandémica H1N1 del
2009, se identifico que el RBS se encuentra en los residuos del 63 a 286 (residuos 55 a
271 en la numeracién H3) (DuBois et al., 2011).

2.1.3 Cambio y evolucion viral

Distintos factores ambientales como variaciones en la temperatura y PH, o errores en la
replicacion inducen cambios o mutaciones en el VI (Y. Wang et al., 2022), muchos de los
cuales alteran las propiedades de las glicoproteinas HA y NA. Estos cambios se pueden

dar a nivel de nucledtidos o a nivel de aminoacidos. La acumulacion de estas mutaciones
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en la superficie de las proteinas se denomina cambio antigénico y da como resultado una
alteracion parcial del estado antigénico del virus o en el caso de HA o cambios en la
afinidad por los hospederos) (Koel et al., 2013), lo que genera que el virus evada las
respuestas inmunitarias de los huéspedes. Esto ha generado epidemias de influenza
estacional, provocando actualizaciones anuales o semestrales en las vacunas para que
consideren eficazmente este cambio antigénico (Kim et al., 2018). También se puede
presentar otro fendmeno denominado re-arreglo antigénico, que es un proceso se ve
favorecido dada la naturaleza segmentada del material genético y que consiste en la
combinacion de dos cepas de distinto origen que provocan una coinfeccion una misma
célula huésped provocando un intercambio en los segmentos de los virus, lo que da como
resultado un nuevo virion que deja completamente desprotegido al huésped, variando sus
caracteristicas de transmision y patogenicidad o incluso pudiendo dar como resultado la

aparicion de una cepa pandémica (Kim et al., 2018; Y. Wang et al., 2022).
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Figura 3. Fenomenos de cambio antigénico y re-arreglo antigénico en el VI. Los dos
mecanismos principales que determinan la evasion inmune. La primera imagen se refiere
al cambio antigénico que se da por las mutaciones que se acumulan en las proteinas de
superficie (HA y NA), generando que el virus evada la respuesta inmune. El segundo
mecanismo es el re-arreglo antigénico, que ocurre cuando segmentos del material genético
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de diferentes cepas, dando como resultado un virion completamente nuevo. (Boyoglu-
Barnum et al., 2021)

2.1.4 Diversidad genética

Todos estos Cambios que experimenta el VI, lo han llevado no solo a diversificarse en
distintos subtipos como se mencioné anteriormente, sino también a caracterizarse dentro
de los subtipos en distintos linajes. En particular, el subtipo H1 que es de especial interés
en este estudio, es un subtipo dentro del cual los cerdos han desempenado un papel
fundamental en su diversificacion dada la alta frecuencia de transmision de otros
huéspedes cepas VI humano a porcinos, la repetida introduccién de estas cepas virales
humanas ha determinado la evolucibn que se ha establecido, jugando un papel
fundamental en la diversificacion genética de los principales linajes que se han identificado
(Anderson et al., 2016).

Existen distintos tipos de clasificaciones segun la ruta evolutiva en cada continente como
se muestra en la figura 4, dentro de las cuales se encuentran la clasificacién europea,
norteamericana y la global (Anderson et al., 2016). Por ejemplo la clasificacién Europea
definié 4 clados principales de H1 basado en el huésped o la introduccién regional (Watson
et al., 2015). El primero en datar fue ocasionado por una transmision bidireccional entre
los cerdos y humanos en la pandemia del 1918, lo que dio como resultado al linaje
denominado “porcino clasico” segun la clasificacion europea (o 1A en la clasificacidon
global) (Vincent et al., 2008). En la década de los 90’s surgi6é el segundo linaje llamado
“triple reordenamiento” que ocurrié que ocurrié debido al reordenamiento que tuvieron los
genes del porcino clasico con virus de H3N2 humano (Anderson et al., 2016), aumentando
la diversificacion de los genes de la HA del procino a tres clados distintos llamados H1-q,
H1-B y H1-y, segun la notacion estadounidense, o0 1A.1, 1A.2 y 1A.3.3.3, segun la notacion
global (Rajao et al., 2018). Luego, en la década de los 2000, virus provenientes de H1N1
estacional humana se introdujeron a cerdos, dando origen al tercer linaje “human seasonal-
like H1” (1B en notacion global) del cual surgieron dos clados filogenéticos H1-61 (1B.2.2)
y H1-82 (1B.2.1) (Chepkwony et al., 2021). Finalmente, en el 2009 la pandemia de H1N1
formo el cuarto linaje (Chepkwony et al., 2021), A pesar de que este virus es producto del

reordenamiento de genes derivados de los linajes porcinos clasico, triple reordenado, entre
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otros, su rapida propagacion y establecimiento en las poblaciones generaron el clado

denominado “H1N1pdm09” o “pdm” como se muestra en la figura 4 (Gao et al., 2017).
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Figura 4. Relacion genética de los linajes de virus humanos y porcinos. Las flechas
verdes, naranjas, moradas y azules siguen la evolucion de la hemaglutinina, mientras que
las flechas negras siguen otros segmentos. La figura muestra la procedencia de distintos
linajes que han afectado a humano y cerdos. (Rambo-Martin et al., 2020)
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2.1.5 Transmision viral

El virus de influenza se transmite principalmente a través de la diseminacién de particulas
respiratorias expulsadas durante la tos o los estornudos de huésped infectado. Cuando
otro huésped susceptible inhala las gotas, el virus invade sus vias respiratorias infectando
las células epiteliales en el tracto respiratorio (Taubenberger & Morens, 2008). La pared
celular del tracto respiratorio se encuentra recubierta de polisacaridos que terminan en
acido sialico. El acido sialico (SA) que se encuentra enlazado a una galactosa provee un
sitio de reconocimiento para el virus. EI SA puede unirse a la galactosa en distintas

posiciones:
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e Si esta union se da entre el carbono 2 (C2 alfa) del SA y el carbono 3 (C3 alfa) de
la galactosa (ver figura 5), se le denominara como SA «2,3. Las cepas de influenza
de ave reconocen principalmente esta version del carbohidrato, el cual se
encuentra principalmente en las vias respiratorias superiores de las aves. En
humanos, estos carbohidratos se encuentran en las vias respiratorias inferiores.
Esta es una de las razones por las cuales la cepa H5N1 a pesar de ser muy letal,

no se transmite entre humanos.

e Launién entre el carbono 2 (C2 alfa) del SA 'y el carbono 6 (C6 alfa) de la galactosa
(ver figura 5), genera un acido sialico a2,6, esta forma de receptor celular es
reconocida por las cepas de influenza humana (H1, H2 Y H3). Ademas, esta forma
de carbohidrato se encuentra principalmente en el tracto respiratorio de
humanos. (Byrd-Leotis et al., 2017; Graaf Miranda & Fouchier Ron A, 2014; Rogers’
And & D’souz~, 1989).
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Figura 5. El enlace glucosidico entre el acido sialico y el penultimo azucar de las
cadenas. La estructura del acido N -acetilneuraminico, un tipo de acido sialico en sus
conformaciones de enlace. En la conformacién 02,6 es el receptor celular encontrado
principalmente en el tracto humano, la conformacion 2,3, es la forma de receptor que se
encuentra principalmente en el tracto de las aves. Modificado de Byrd-Leotis y
colaboradores (Byrd-Leotis et al., 2017)
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Existe una barrera de infeccién que impide que una cepa de origen aviar se propague entre
humanos, principalmente porque, como se menciond anteriormente, las cepas de virus de
influenza aviar utilizan preferiblemente receptores expresados en células de aves y los
virus humanos utilizan preferiblemente receptores expresados en el tracto respiratorio
humano. Sin embargo, las cepas de origen porcino son capaces de reconocer tanto el
carbohidrato con la forma de 2,3-SA como 2,6-SA, provocando que los cerdos sean
susceptibles tanto a cepas de origen humano o de ave, lo que convierte a los cerdos en
un recipiente de mezcla para el reordenamiento de distintas cepas, siendo asi un agente

capaz de causar distintas pandemias humanas (Graaf Miranda & Fouchier Ron A, 2014).

2.1.6 Infecciodn viral

Para que el VI genere todo el ciclo de infeccion es necesario que el virion que proviene de
las gotas infectadas se acople a las moléculas de SA descritas anteriormente. Esta unién
ocurre cuando el RBS de la HA reconoce el receptor celular y se acopla, generando una
interaccion efectiva. Luego la célula huésped absorbe el virién por endocitosis, alli se
liberan los segmentos del material genético al citoplasma en una fusién mediada por HA
(Dou et al., 2018); todo esto permite observar que tanto la unién del virus al receptor
celular, como el ingreso al interior de la célula es mediado por la HA. Una vez se encuentre
todo el RNA segmentado en el citoplasma, se inicia una serie de procesos (Dou et al.,
2018) en donde todo el material genético del virus usa la maquinaria de traduccion de la
célula huésped para replicar, transcribir, sintetizar y ensamblar un nuevo virion que brota
finalmente a la superficie. Alli nuevamente la HA se unira al SA, manteniendo el virion
unido a la superficie celular. Es en este punto del proceso donde NA cliva la unién del SA
con las moléculas de azucar subyacente, permitiendo la liberacién de los viriones y la
propagacion a nuevas células (figura 6). Por lo que la NA ha sido objeto de varios estudios
para el disefio de farmacos que inhiban su accion (McAuley et al., 2019) y por lo tanto

mitiguen la propagacion.
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Figura 6. Proceso de infeccion de un virién del VI. Para infectar una célula huésped, el
virion debe unirse efectivamente a la forma del SA que esté recubriendo la pared celular,
luego, ocurre la endocitosis, en donde el ARN viral se libera y la célula usa el material de
replicacion. El nuevo virion formado brota a la superficie unido nuevamente al SA. Es aqui
donde la NA es de hidrolizar la union, permitiendo la liberaciéon del virus. Modificado de
(Wennekes Tom, 2013)

2.2 Técnicas computacionales para el estudio de
estructuras proteicas y caracterizacion genética

2.2.1 Analisis filogenético

El analisis filogenético es una técnica ampliamente usada en la biologia para estudiar la
historia evolutiva de las entidades bioldgicas, la similitudes morfologicas o caracteristicas
moleculares que existen entre ellos mismos, esto da como resultado la ascendencia comun
en algun momento de la historia de estos organismos (Bawono & Heringa, 2014). Estos
analisis se representan a través de arboles filogenéticos, que muestran las relaciones de
parentesco y divergencia de especies a lo largo del tiempo. La construccion de estos

arboles requiere de la informacién del organismo a estudiar a través de sus secuencias de
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ADN, ARN o proteinas. Esta informacion es analizada con el objetivo de comparar las
caracteristicas entre si y buscar patrones o de similaridad o de diferenciacion(Kapli et al.,
2020). Esta técnica usa distintos métodos estadisticos para la construccion de arboles,
dentro de las que se encuentra métodos de: distancias, maxima parsimonia, maxima
verosimilitud, inferencia bayesiana, entre otros. Los cuales varian en eficiencia y
limitaciones dependiendo de los datos proporcionados y el objetivo de estudio (Munjal
et al., 2019).

En el ambito de la virologia esta herramienta ayuda a obtener un seguimiento de la
diversidad y propagacién de los virus lo que ha dado como resultado: identificacion de
nuevas variantes, monitoreo de pandemias y epidemias, evaluacion de efectividad de
vacunas y disefio de control y prevencion. Adicionalmente puede aportar informacién
acerca de propiedades biolégicas de los virus como: transmisibilidad, virulencia, entre
otros(Gorbalenya & Lauber, 2017).

En este estudio se hara uso de esta técnica para identificar las cepas colombianas que se

caracterizan en el linaje H1N1pdm y para analizar la evolucién de este linaje en el pais.

2.2.2 Modelamiento por homologia de estructuras

proteicas

Existen métodos experimentales que permiten obtener la estructura tridimensional de una
proteina como lo es la cristalografia de rayos X o la espectroscopia de RMN, entre
otros (Vyas et al., 2012). Sin embargo, el calculo de la estructura de proteinas a través de
métodos computacionales representa un reto debido a que su esqueleto peptidico esta
conformado por angulos de rotacion ¢ y W en el enlace, estos tienen a su vez cierto rango
de valores que puede tomar (ver Figura 6). A medida que se tiene un mayor numero de
aminoacidos en la cadena, el nimero de posibles conformaciones empieza a ser mucho
mayor, la busqueda de la estructura de una proteina basada unicamente en su secuencia
se ve obstaculizada por el muy alto costo computacional asociado a la evaluacion de todas

las posibles combinaciones de angulos, generando asi una limitacion considerable.
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Figura 7. Diagrama de Ramachandran que muestra los valores de los angulos ¢ y v.
En verde se muestran regiones de los valores permitidos de los angulos ¢ y v de la
conformacion de proteinas. Los graficos de la izquierda son estructuras con sus angulos
en regiones permitidas y la figura de la derecha es desfavorecida debido a los choques
estéricos. (Mark Berg Jeremy et al., 2006)

Por lo tanto, para llegar a una solucion aproximada de la estructura, se utiliza una
alternativa llamada modelamiento por homologia, la cual consiste en usar una secuencia
a la cual ya se le haya calculado su estructura tridimensional, usualmente a través de
métodos experimentales y, si esta estructura es lo suficientemente parecida a la proteina
de interés, se toma como molde y se extrapola la solucion de la proteina de interés basado
en la estructura conocida. Esto bajo la suposicién de que las secuencias con relaciones
evolutivas muy similares (y por lo tanto secuencias muy parecidas), tienen estructuras muy
similares (Tramontano & Morea, 2003; Vyas et al., 2012). Este modelo es uno de los mas
utilizados ya que ha mostrado ser muy fiable.(Vyas et al., 2012).

En este estudio, se hara uso del modelamiento por homologia para crear las estructuras

tridimensionales de diversas cepas representativas de HA HIN1pmd en Colombia.

2.2.3 Docking en la predicciéon de interacciones en
complejos biolégicos
El acoplamiento molecular o Docking en inglés, es un método en el cual se estudia la
interaccion de un complejo bioldgico, prediciendo la conformacién preferida de una
molécula al estar unida con otra. A su vez, este permite la medicion de fuerzas de unién
entre las moléculas. Una de sus aplicaciones es el modelado del comportamiento de una

molécula pequefia como un ligando en el sitio activo de una macromolécula (por lo general
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una proteina, ver figura 8) que permite estudiar procesos bioquimicos fundamentales
(Kitchen etal.,, 2004) evaluando las distintas direcciones, lugares, posiciones y
conformacion preferenciales del ligando con respecto a la macromolécula a través de
funciones scoring. Este método compara el niumero de posiciones o disposiciones
particulares que evalla termodinamicamente el numero de uniones favorables con el
objetivo de buscar idealmente, el minimo global de energia. El docking tuvo inicio en los
anos 80 (Kuntz et al., 1982), hoy en dia ha llegado a convertirse en una de las técnicas

mas utilizadas para el disefio y descubrimiento de nuevos farmacos.

Figura 8. Grafico del docking entre un ligando y un receptor. Este grafico muestra la
idea central de docking, fijar una region de estudio o caja en el sitio de union, alli se
posiciona el ligando para que este encuentre la conformacion de mejor interaccion.
(Guedes et al., 2021).

El método de docking ha demostrado ser de bajo costo y computacionalmente muy
eficiente, permitiendo evaluar una gran cantidad de moléculas en distintas posiciones en
un bajo tiempo. Sin embargo, los calculos de energias libres pueden carecer de precision
(Torres et al., 2019), por lo que se recomienda evaluar una mayor cantidad de posiciones
y someter el resultado a otros estudios o analisis posteriores que permitan tener una mayor

confiabilidad en el resultado.

El docking sera usado en este estudio para predecir la conformacion y las interacciones

iniciales que forman las HA de VI H1N1pdm con los receptores celulares humano y aviar.

2.2.4 Dinamica Molecular para el estudio de proteinas
y complejos proteicos

La dinamica molecular es un método que permite estudiar un sistema a través del tiempo

para determinar su evolucion, comportamiento y caracteristicas a partir de las
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interacciones o fuerzas que se dan entre los atomos. Una de las bondades principales de
esta herramienta es que permite estudiar una gran cantidad de moléculas en movimiento,
las cuales serian imposibles de calcular mediante expresiones analiticas. Ademas, ha roto
con la barrera del estudio del comportamiento de sistemas rigidos, atributo por el cual este
método es ampliamente utilizado en sistemas bioldgicos para analizar como los cambios
a nivel molecular, como las mutaciones, que generan cambios conformacionales y de
plegamiento que por consiguiente, afecta sus procesos bioldgicos. (Hollingsworth & Dror,
2018)

En este método los sistemas de estudio se pueden describir por ecuaciones fisicas como
la segunda ley de Newton, la cual acelera sus atomos en direccién de la fuerza para llevar

los atomos a un estado de menor energia.

Energy (U)

'\/

Position Position

Figura 9. Minimizacion de la energia de un sistema Una superficie de energia
tridimensional que muestra los métodos de minimizacion, los desplazamientos hacia abajo
indican que el sistema se estda moviendo en direccion al minimo de energia mas
cercano.(Levitt, 2014)

Este método requiere el uso de campos de fuerzas, los cuales son funciones de energia
potencial que dependen de funciones de forma y parametros empiricos que determinan
qué tan fuerte es la interaccion entre los atomos. Dentro de estas interacciones se incluyen
interacciones enlazadas y no enlazadas como una atraccion o repulsion electrostatica. En

su forma mas simple se puede representar como:

Etotat = Evondea + Enon—bonded

La precision de los estudios realizados por dinamica molecular son dependientes de los

campos de fuerza utilizados. Existe una amplia diversidad de campos de fuerza, en donde
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las familias mas utilizadas son: OPLS, AMBER, CHARMM Y GROMOS para la simulacién

de sistemas bioldgicos (Guvench & MacKerell, 2008).

Una simulacién tipica de dinamica molecular consta de una preparacion del sistema, en
donde se establecen las condiciones iniciales para realizar una minimizacion, seguida de
una etapa de equilibrio, fijando variables termodinamicas como: energia E, temperatura T,
presion P, volumen V, etc. A través del ensamble de sistemas: microcanoénico (NVE),
canonico (NVT), isotérmico-isobarico (NPT) o gran candénico (VT). Después, se realiza un
paso de produccion, fase en la cual se procede a formar la trayectoria del sistema

evaluando el comportamiento en el tiempo (Schneider et al., 2008).

2.2.5 Energia libre de unién para el estudio interacciones
biomoleculares

La energia libre es la cantidad de energia interna utilizable de un sistema para realizar un
trabajo, esta constituye el impulso de todos los procesos moleculares como uniones o
reacciones (E. Wang etal., 2019), motivo por el cual se utliza para predecir
cuantitativamente la afinidad de complejos bioldégicos como ligando-proteina (Brice &
Dominy, 2011) y asi determinar si la una union es efectiva y estable. A partir de
simulaciones de dinamica molecular, los calculos de energia libre se consideran el método
mas preciso para predecir la energia de afinidad de un ligando a su diana (Hou et al.,
2011a).

Dentro del célculo de las energias libres se utilizan distintos métodos, muchos de estos
requieren un alto costo computacional como lo es el método de energia libre de
perturbacion (FEP) o el método de integraciéon termodinamica (TI) (Brice & Dominy, 2011;
Patel & Kukol, 2021). Por lo tanto, con el objetivo de mitigar este problema, se han
implementado métodos basados en la energia libre del estado final como lo es el método
de Mecanica Molecular de Superficie de Area de Poisson-Boltzmann (lvan et al., 2020), el
cual reduce el costo computacional disminuyendo los estados intermedios, lo que resulta
en un buen balance entre la eficiencia y precisién computacional, este método ha sido
utilizado para evaluar las poses acopladas, determinar la estabilidad de las estructuras
obtenidas y predecir las energias de afinidad, también se ha utilizados para analizar las

contribuciones energéticas que cada residuo aporta (E. Wang et al., 2019).
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3. Antecedentes

En términos del virus de influenza de origen pandémico en Colombia, se ha confirmado
que este circula en el pais desde el afo 2009 (Karlsson et al., 2013). Ademas, un estudio
publicado recientemente acerca de una caracterizacién genética de 10 virus circulando en
cerdos en el periodo comprendido entre los afios 2008 a 2015 (Osorio-Zambrano et al.,
2022), reveld que dos cepas que datan en el afio 2008 fueron identificadas en el linaje de
porcino clasico (1A.1), mientras que los virus colectados después de la pandemia del 2009,
fueron caracterizados en el linaje HIN1pdmO09. Esto sugiere que desde la introduccion del
virus pandémico del 2009, el clado pandémico ha mantenido su dominancia en los ocho
virus que circularon en los afios posteriores. A pesar de esta caracterizacién, hasta la

fecha, no se han reportado detecciones de las mutaciones que caracterizan a estos virus.

El virus pandémico del 2009 fue resuelto estructuralmente por primera vez durante ese
mismo afio (Soundararajan et al., 2009). Y, a su vez, este virus ha demostrado en repetidas
ocasiones mostrar una preferencia por la unién con receptores humano SA a2,6 sobre el
receptor aviar SA a2,3 (Xu et al., 2012; Bradley et al., 2011; Carbone et al., 2015; L. M.
Chen et al., 2011; Childs et al., 2009; Maines et al., 2009; Yang et al., 2010). Ademas,
estudios alrededor del mundo se han realizado para comprender el virus pandémico y las
distintas variantes que van surgiendo (Chua & Chai, 2012; Chutinimitkul et al., 2010; Lee
et al., 2011; Tse et al., 2011). Sin embargo, hasta la fecha no se han reportado estudios
que caractericen estructuralmente los virus de influenza en Colombia o que permitan

evaluar su preferencia por los hospederos.

La ausencia de este tipo de investigaciones dificulta el seguimiento de las condiciones del
virus y la determinacion de posibles factores locales que puedan estar influyendo en la
dominancia del clado pandémico observado, llevandolo a destacarse sobre otros linajes
virales, lo que destaca la importancia de continuar con la vigilancia y el estudio de su
evolucién para una mejor comprension de su comportamiento y su posible impacto en la

salud publica.
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4. Capitulo 1: Analisis de
mutaciones gen HA de VI de
linaje HIN1pdm

En este capitulo, se hizé una investigacion enfocada en la identificacion y estudio de las
principales mutaciones presentes en los genes HA de los virus de influenza del linaje
H1N1pdm en Colombia. El objetivo es determinar el posible efecto de estas mutaciones en
las propiedades biologicas del virus, buscando obtener un panorama mas amplio acerca

de cuales de estas variantes han prevalecido y se han perpetuado en los virus circulantes.

4.1 Metodologia

En la figura 10 se muestra un resumen grafico del paso a paso seguido en la metodologia
de este capitulo.

( Preparacion de base A
de datos

P
Identificacion virus en
linaje pandémico

"

1 Analisis de mutaciones
‘, N de HA VI HIN1pdm

Identificacion de
mutaciones

( Analisis evolutivo de )
los VI HIN1pdm

_________________________________________________

Figura 10. Flujograma de la metodologia capitulo 1. Resumen grafico de los pasos
seguidos en la metodologia para el analisis de mutaciones de HA VI H1N1pdm.

4.1.1 Preparacion de la base de datos

Con el objetivo de crear una base de datos con todas las secuencias de HA de Colombia,

se solicitaron las secuencias de HA disponibles en el laboratorio One Health de la
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Universidad Nacional de Colombia y de la base de datos Global Initiative on Sharing All

Influenza Data (GISAID, https://www.gisaid.org/), en donde se busco con filtros como:

“‘human”, “swine”, “H1” y “Colombia” de donde se descargaron todas las secuencias
depositadas hasta el 23 de diciembre del 2022. Para depurar las secuencias redundantes,
incompletas o de calidad insuficiente se hace uso del algoritmo Sequence cleaner

(https://biopython.org/wiki/Sequence Cleaner), en donde se establecieron limites del 80%

para la longitud minima de la secuencia y un maximo del 10% de indeterminaciones (N)
admitidas en cada una de las secuencias, las secuencias que pasaron exitosamente este
filtro las cuales se alinearon en MAFFT (Katoh et al., 2019) y los extremos 5’ y 3’ fueron
removidos en MEGA Software V.11 (Tamura et al., 2021).

4.1.2 Filogenia para la caracterizacién y analisis

evolutivo

Posteriormente, para caracterizar las secuencias de HA obtenidas, se realiz6é un analisis
filogenético de maxima verosimilitud (MLE) usando IQtree v2.2.0.3 (Minh et al., 2020). El
mejor modelo sustitucional fue estimado con uso de la funcién “ModelFinder” de IQtree a
través del Criterio de Informacion Bayesiano (BIC) y 1000 bootstraps, los cuales se
etiquetan en cada rama. Finalmente, la edicién y visualizacion del arbol se llevé a cabo en
iTOL v5 (Letunic & Bork, 2021). Las referencias de los linajes incluidos en los estudios
filogenéticos se muestran en la tabla 1, cada referencia se ingres6 a BLAST (McGinnis &
Madden, 2004) para encontrar secuencias de alta homologia que permitieran darle soporte

de rama a su filogenia.

Tabla 1. Referencias usadas en los analisis filogenéticos

Linaje/clado ID NCBI
Alpha (1A.1) CY099119
Classical swine (CS) Beta (1A.2) CY157999
Gamma (1A.3) CY158217
Pandemic (1A.3.3.2) NC_026433

Human seasonal (HS) HS AHG96683
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Eurasian swine-avian like EA AJI76067
(EA)

Ademas, se realiz6 un analisis bayesiano en escala de tiempo para estimar los eventos de
transmision asociados a los virus de linaje pandémicos detectados. El método MCMC
(Markov Chain Monte Carlo) se us6 en Beast (Drummond et al., 2012) y Beagle (Ayres
et al., 2012) con 100 millones de generaciones. Se selecciond el modelo de sustitucion
segun el BIC (Bayesian Information Criterium) encontrado en el apartado anterior. Se
calcularon los parametros de convergencia usando tracer v1.7 (Rambaut et al., 2018) de
manera que los que recibieron valores de tamafios de muestra efectivos superiores a 200
se consideraron suficientemente muestreados (Kuhner, 2009). Con la ayuda de
TreeAnnotator v1.8.4 se generd un arbol de maxima credibilidad (MCC). Los arboles

resultantes se visualizaron y editaron utilizando FigTree V 1.4.3.

4.1.3 Deteccion de mutaciones

Luego, cada una de las secuencias identificadas en el linaje pandémico fue traducida a su
cadena de aminoacidos con ayuda del software MEGA (Tamura et al., 2021) en el marco

de lectura estandar. Adicionalmente, se usé FluSurver (https://flusurver.bii.a-star.edu.sq)

para determinar las mutaciones y el nivel de riesgo de las secuencias y de cada consenso.
Dicha significancia viene representada por un color distinto y, a su vez, determina por los
numeros del 0 al 3, donde 3 es la mas y 0 la menos significativa. Con el objetivo de
identificar dicha representacion de las mutaciones a lo largo del estudio, se nombrara cada
tipo de mutacion con categorias nombradas de la A a la F. La correspondencia de cada

significancia se resume en la tabla 2.

Tabla 2. Descripcion de las categorias de mutaciones ofrecidas por Flusurver.

Categoria Significancia Observaciones

A 3 Conocida por alterar la virulencia, causar resistencia a los

medicamentos.

B Crea o elimina un sitio potencial de glicosilacion.

[of 2 Ocurre en sitio que se sabe que esta implicado en la unién de
un farmaco, altera la especificidad del huésped.

D 1 Que ocurre en algun sitio de interaccion.
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4.2 Resultados

4.2.1 Secuencias de H1 en Colombia

Se obtuvieron 298 secuencias de H1, de las cuales 160 provienen del laboratorio One
Health de la Universidad Nacional de Colombia y 138 se descargaron de la base de datos
publica GISAID depositadas hasta el 23 de diciembre del 2022 en Colombia. Estas fueron
posteriormente depuradas, dando como resultado 257 secuencias que pasaron

exitosamente el filtro de calidad

4.2.2 Identificacion de mutaciones

Dado que no existe una identificacion clara del linaje de estos virus, se llevé a cabo un
andlisis de las relaciones filogenéticas de la HA de los virus objeto de estudio. Para ello,
se construyd un arbol de maxima verosimilitud con 257 secuencias de referencia que
permitieron identificar los linajes de estos virus. Las cepas de referencia utilizadas en el
analisis incluyeron: EA, HU y CS, en este ultimo se incluyeron los clados 1A.1, 1A.2, 1A.3
y el 1A.3.3.2 (clado pandémico). Se encontré que, al comparar las secuencias del estudio
con respecto a las referencias, una de ellas no se agrupd en ninguno de los clusteres,
cuatro de estas fueron agrupadas en el linaje HU, y las secuencias restantes (n=252)
tuvieron una relacion cercana al clado pandémico (1A.3.3.2), como se muestra en la figura
11.
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Figura 11. Arbol filogenético de maxima verosimilitud: Arbol de maxima verosimilitud
de HA de los VI en Colombia con referencias de linajes Euroasiatico (morado), Humano
estacionario (naranja), porcino clasico (verde) y pandémico (azul) generado en IQtree con
un un modelo sustitucional GTR+I+G y 100 bootstraps. Las ramas que pertenecen a
secuencias del estudio se marcan de color rojo y las de referencia de color gris. El arbol
se ilustra con el clado pandémico colapsado por su extensa longitud, pero su version
extendida se encuentra en el anexo 1.

Una vez clasificados los virus se identificaron los que pertenecen al linaje pandémico, y se
detectaron las mutaciones de dichos virus tomando como referencia la cepa pandémica
A/California/07/2009(H1N1). Esta deteccidn y categorizacion se realizé en el servidor en

linea Flusurver, el cual sigue la clasificacion dada en la tabla 2.

Inicialmente, la clasificacién y frecuencia de las mutaciones observadas en los virus
analizados en este trabajo se resumen en la figura 12 (A). Se identificaron 6 categorias
de acuerdo con nivel de significancia de las mutaciones. La mayoria (63.2%, 2158/3415)
de las mutaciones identificadas fueron clasificadas en la categoria D, seguida de la
categoria E (17.2%, 588/3415), y la categoria C (13.0%, 445/3415). Sin embargo, se
observo que las categorias A (0.2%, 8/3415), F (2.9%, 102/3415) y B (3.3%, 114/3415)

respectivamente, tuvieron la menor cantidad de mutaciones observadas.
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Se observé que las tres mutaciones mas frecuentes (P84S, 1322V y S204T) pertenecieron
a la categoria E, seguido de la mutacién E375K perteneciente a la categoria C. También,
para la categoria D, ocho mutaciones fueron las mas frecuentes, siendo la mutacién D98N
la mas frecuente de estas. Para la categoria B la mutacion S163N fue la mas frecuente,
mientras que para la categoria A fue D223G. En la figura 12 (B) se resume la frecuencia
de las primeras 50 mutaciones observadas para cada categoria. Adicionalmente, en el
material suplementario (anexo 2) se provee una figura con la frecuencia de todas las

mutaciones observadas.
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Figura 12. Ildentificacion y clasificacion de mutaciones: En (A) se muestra en
rectangulos el numero de mutaciones que pertenece a cada categoria. En (B) se muestra
frecuencia de las 50 mutaciones mas frecuentes. Ambas graficas estan coloreadas de
acuerdo a la categoria que pertenecen.
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4.2.3 Analisis evolutivo de los VI HIN1pdm

Luego de haber identificado las mutaciones mas frecuentes en el estudio y su clasificacion
por categorias, se procedid a hacer un analisis bayesiano de las relaciones filogenéticas
de estos virus como se muestra en la figura 13, y luego se compar6 este patron de
agrupamiento con respecto a las mutaciones observadas. El analisis realizado permitié
identificar un patron de agrupamiento en los 252 virus analizados, como sigue: 167 virus
datados desde el 2009 hasta el 2022, se agruparon creando el clado denominado G1; 62
virus datados entre el 2013 y 2017 conformaron el grupo viral G2; y 12 virus datados entre
los afios 2015 y 2017, se ubicaron en el grupo viral G3. Ademas, se identifico que el virus
M8110_2016 (destacado con una flecha en la figura 13) estaba filogenéticamente mas

distante de los otros clados que conformaron el arbol.
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Figura 13. Arbol bayesiano en escala de tiempo: Filogenia del gen H1-VI de linaje
H1N1pdm en Colombia en el tiempo, en donde se diferencian los grupos virales G1, G2 y
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G3. Adicionalmente se sefala con una flecha una cepa viral lejana del clado de los grupos
virales. Este arbol fue inferido usando analisis bayesiano y se construy6 con Beast usando
el método MCMC (Markov Chain Monte Carlo) con 100 millones de generaciones. los
tiempos del ancestro comun mas reciente entre H1-IAV se muestran en los nodos de rama.
El arbol completo se encuentra en el anexo 3. Tiempo en afnos hace referencia al periodo
de aparicion del ancestro comun mas reciente.

Luego, las sustituciones de cada virus en cada uno de los grupos filogenéticos identificados
fueron visualmente graficadas (figura 14), para explorar si existia alguna tendencia de
agrupamiento de los VI HIN1pdm en Colombia. Se observé que al parecer hay una
relacion entre cada grupo filogenético (G1, G2, G3) con la presencia de ciertas mutaciones
que no se observaron en los otros grupos. Por ejemplo, como se muestra en la figura 13,
las mutaciones 1322V, P84S, S204T y E375K estuvieron presentes en casi todos los virus
pertenecientes al grupo viral G1, y que del analisis bayesiano se demostré que estas
mutaciones tuvieron su origen alrededor del afio 2008 y que aun se encuentran presentes

en cepas que circularon recientemente.

De esta comparacion se encontré también que a partir del afio 2008 hubo una divergencia
de estos virus creando dos clusteres, uno de ellos posiblemente asociado a la presencia
de ciertas mutaciones (K44R, N130S y A187T), sin embargo, muchos de estos virus
solamente circularon en el afio 2011 pero no fueron reportados en afos posteriores. Por
otra parte, el otro cluster mostré la presencia de las sustituciones S186T y S452N, que se
mantuvieron hasta recientemente. Adicionalmente, en el afio 2011, se produjo la aparicion
de las sustituciones K164Q, K284E, A356T y E500K que nuevamente aportaron al parecer
a la divergencia de estos virus. Posteriormente en el afio 2013, aparecieron las
sustituciones S85N, S163N y 1217T, y en el afio 2016 las sustituciones S75R, S165T e
1296V.
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Figura 14. Arbol bayesiano de G1 con mutaciones: Comparacion de las relaciones
filogenéticas de los virus y las sustituciones mas frecuentes adquiridas en el tiempo para
el grupo viral G1 formado por las HA de linaje H1N1pdm en Colombia. Los otros clados se
muestran de forma colapsada. Este arbol fue inferido usando analisis bayesiano y se
construy6 con Beast usando el método MCMC (Markov Chain Monte Carlo) con 100
millones de generaciones. Las mutaciones se colorean de acuerdo su categoria descrita
en la tabla 2. Las mutaciones que se introdujeron en un clado se resaltan en el arbol.
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El mismo analisis realizado para el grupo viral G1 ilustrado en la figura 14, se realiz6 para
los grupos virales G2 y G3 como se muestra en la figura 15. Se identificé que las
sustituciones D223X y Q224X, estuvieron presentes en casi todos los HA del grupo viral
G2. Mientras que las sustituciones P84F, T375M, A262D y K309R se presentaron en los
virus del grupo G3. En el material suplementario se provee la ilustracién de la comparacién

entre el arbol bayesiano con todas las mutaciones identificadas en este estudio (anexo 4).
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Categoria ¢
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Sin mutacién
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Figura 15. Arbol bayesiano de G2 y G3 con mutaciones: Comparacién de las relaciones
filogenéticas de los virus y las sustituciones mas frecuentes adquiridas en el tiempo para
los grupos virales G2 y G3 formado por las HA de linaje H1N1pdm en Colombia. El grupo
G1 se muestra de forma colapsada. observadas de acuerdo con su nivel de significancia.
Este arbol fue inferido usando analisis bayesiano y se construyd con Beast usando el
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método MCMC (Markov Chain Monte Carlo) con 100 millones de generaciones. Las
mutaciones se colorean de acuerdo su categoria descrita en la tabla 2.

Finalmente, para el virus que no quedo agrupado en ninguno de los tres grupos virales
establecidos en la figura 13 (identificada con una flecha) se observé que el ancestro mas
cercano de esta cepa se origind en el afio 2005 y que este virus presentdé mutaciones
unicas que no se encontraron en ninguna de los otros virus estudiados. Entre estas
mutaciones se identificaron las siguientes: Q1941 (categoria A), K212N (categoria B),
K495N (categoria B), K164 (categoria D), 1287M (categoria D) y D502E (categoria D).

4.3 Discusion

Por afios el VI ha representado un problema de salud publica para el mundo, y se sabe
que este virus tiene una alta capacidad de mutar, y, por tanto, esto puede dificultar las
acciones de prevencion y control. Por ende, el estudio y caracterizacion de las principales
mutaciones es esencial. Dado que dicha informacion es completamente desconocida en
Colombia, se realiz6 un analisis de las mutaciones en los VI de linaje H1N1pdm reportados
desde 2008 hasta 2022.

Este estudio reveld que la mayoria de las mutaciones fueron identificadas en una categoria
D. De esta categoria, la mutacién D98N fue la que mas se encontrd, en el 59% de los virus
estudiados, similar a lo notificado en flusurver, donde esta mutacién se encuentra en el
51% de los virus reportados en este servidor. En la literatura no se han reportado efectos
asociados a esta mutacion. Solo se reporta su aparicion en altas proporciones en
diferentes estudios (Al Khatib et al., 2018c; Han et al., 2016), hecho que es coherente con

la alta frecuencia de ocurrencia en este estudio.

La siguiente categoria de mutaciones mas frecuente fue la categoria E (588/3415) (ver
figura 12 (A)), en esta categoria se encontraron 3 mutaciones (P84S, 1322V, y S204T),
que son las mutaciones mas frecuentes de todo el estudio (192/3415, 191/3415 y
189/3415) como se observa en la figura 12 (B). Al hacer una busqueda en la literatura de

estas mutaciones, se encontré que estas mutaciones se encuentran en mas del 90% de
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las secuencias en la base de datos de flusurver y no se encontraron efectos relevantes
reportados, aparte de ser mutaciones dominantes en las poblaciones estudiadas (Han
et al.,, 2016; Koul et al., 2011; Ramos et al., 2013). Lo que tiene coherencia con la alta

frecuencia encontrada en el estudio.

Luego, 445 de 3415 mutaciones fueron identificadas en la categoria C, en donde E375K
es la mutacion mas frecuente de este grupo (181/588). Esta mutacion esta posicionada en
la subunidad HA2, en una hélice cercana al péptido de fusion. Otras sustituciones en esta
posicion han determinado que E375K puede alterar procesos relacionados con la
membrana de fusion, como lo es la reduccion en el limite del pH necesario para la fusion,
factor que afecta la infectividad y transmision viral. Los virus de influenza humano tienen
un limite de pH para la fusién mas bajo que el aviar. Razén por la que los virus con esta

mutacion se adaptaron muy bien en humanos (Al Khatib et al., 2018a; Cotter et al., 2014).

La categoria B presentd 114 mutaciones, en donde la mas frecuente fue S163N (92/114)
y se encuentra en el 33% de las cepas en flusurver. Estas mutaciones se encuentran
localizadas en la region HA1, mas especificamente en el sitio antigénico Sa (Al Khatib
et al., 2018c). Ademas, se ha reportado que esta mutacion genera un sitio de glicosilacién
que produce caracteristicas propias de evasion de respuesta inmune, lo cual ayuda a
proteger el epitopo Sa y evitar la inmunidad preexistente (Al Khatib et al., 2018b; Guldemir
et al., 2019).

La categoria F corresponde a una categoria de significancia nula, por lo que no se
analizara. Y finalmente, en la categoria A, que corresponde a la de mayor significancia.
Solo se identificaron 8 mutaciones distribuidas en las sustituciones en D223G, Q224R y
Q194R. En donde D223G y Q224R apenas se encuentran en el 1.1y 0,7% de las
secuencias. Estas mutaciones se encuentras ubicadas en el loop 220 del dominio de unién
al receptor. Y son reconocidas por causar cambios en la especificidad del receptor,
provocando que cepas que Unicamente se unian a SAa2,6, pasen a tener especificidad
cruzada a2,3/02,6 (Z. Chen et al., 2010; Matrosovich et al., 2000). Adicionalmente, estas
mutaciones estan relacionadas con baja tasa de transmision humano a humano (Yasugi
et al.,, 2012) siendo consecuente con el numero de veces que se identifico en las
secuencias de este estudid. Por otro lado, Q194R es una mutacion que solo ha reportado

1 vez en la literatura segun flusurver, este reporte corresponde a un estudio que se le hizo
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a la cepa aviar H5N1, en este estudio estas variantes se encontraron exclusivamente en
aislados provenientes de humanos y se ha observado que Q194R en combinacioén con las
mutaciones Q226L y G228S genero pérdida importante en la union a a2,3, pero un fuerte

incremento en la unién a 2,6 en H5N1 (L. M. Chen et al., 2012).

Por otro lado, el analisis bayesiano mostrdé que las cepas se agruparon en tres grupos
virales (G1, G2 y G3) como se muestra en la figura 13, G1 y G2 son los grupos que

representan la mayoria de cepas, con 67% y 25% de los virus correspondientemente.

En la figura 15 se observo que el grupo viral G2 se encuentra conformado por cepas que
comparten en su mayoria dos mutaciones (D223X y G224X) de nivel se significancia medio
(ya que estan ubicadas localizadas en el loop 220 del RDB), lo que sugiere que estas
mutaciones contribuyeron al establecimiento de este grupo viral. Al realizar una busqueda
en la literatura acerca de estas mutaciones, se encuentra que no se han reportado efectos
asociados y, segun flusurver, estas no han sido reportadas en otros lugares del mundo, lo
que sugiere que estas mutaciones son propias de Colombia en el grupo G2.
Adicionalmente, el andlisis bayesiano encontré que estas mutaciones pudieron haber
tenido surgimiento en Colombia a mediados del afio 2008, con la mayoria de las cepas
registradas en el 2016 y la ultima cepa que lo reporta data de 2017, lo que podria sugerir

gue estas mutaciones no aportaron al fitness.

Por otro lado, como se observa en la figura 14, el grupo viral G1 se encuentra conformado
por cepas que comparten las mutaciones 1322V, P84S y S204T, y por mutaciones como:
E375K, K44R, N130S, A187T, S186T, S452N, K164Q, K284E, A356T, E500K, S85N,
S163N, 1217T S75R, S165T y 1296V que se fueron introduciendo a lo largo de los afios
hasta las cepas que circulan en fechas actuales. Casi todas estas mutaciones pertenecen
a las categorias D y E, que corresponde a un nivel de significancia bajo, a excepcion de
E375K y S163N, que pertenecen a las categorias C y B, correspondientemente, que son

categorias de nivel de significancia medio.

En sintesis, en este estudio se logré clasificar las mutaciones acordes a su significancia y
acorde a la frecuencia y prevalencia que ha tenido en el pais. Esto permitié dividirlas de la

siguiente manera:
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Primero, mutaciones de alta frecuencia y prevalencia, pero de baja significancia. En este
grupo se encuentran: 322V, P84S, S204T, N130S, A187T, S186T, S452N, K164Q, K284E,
A356T, E500K, S85N, 1217T S75R, S165T y 1296V. Estas mutaciones se consolidaron en
las poblaciones con el transcurso del tiempo, permaneciendo presentes en practicamente
todas las cepas desde su introduccidn. Este patrén sugiere que dichas mutaciones han
conferido una ventaja en el fithess y han desempefiado un papel crucial en el
establecimiento de estos virus en las poblaciones actuales. Y acorde a sus categorias, se
clasifican como de baja significancia, lo que esta relacionado con mutaciones comunes o
que ocurren en algun sitio de interaccion, pero sin ningun efecto de alto riesgo, como se

encontro en la literatura para algunas de ellas.

Segundo, mutaciones de alta significancia, pero baja frecuencia. Dentro de estas se
encuentran: D223G, Q224R y Q194R, las cuales segun lo reportado en la literatura tienen
capacidad de alterar la virulencia o el tropismo, sin embargo, estas mutaciones no le han

aportado fitness al virus para lograr establecerse en la poblacion.

Finalmente, mutaciones de alta frecuencia y nivel de significancia medio. En este grupo se
encuentran: E375K, S163N, D223X y G224X. Sin embargo, D223X y G224X solo
estuvieron presentes hasta 2017, mientras que E375K y S163N son mutaciones
persistentes que se introdujeron en 2008 y 2013, respectivamente, y continian en las
cepas actuales. Ademas, acorde a encontrado en la literatura, E375K aumenta la
virulencia, lo que puede incrementar la eficiencia de la infeccién en hospederos, mientras
que S163N ayuda a evadir la respuesta inmune, lo que puede llevar a cargas virales mas
altas y el aumento de tasas de transmisién. Estas caracteristicas podrian explicar cémo

estas mutaciones han contribuido al fithess del virus para establecerse en la poblacion.
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5. Capitulo 2: Modelacién
estructural consenso HA VI
H1N1pdm

En este capitulo, se pretende obtener secuencias que puedan representar la diversidad de
la mayoria de las HA de los virus de linaje pandémico presentes en Colombia, que tengan
consigo las mutaciones mas predominantes. El objetivo es modelar la estructura estas
proteinas y determinar si la presencia de dichas mutaciones puede generar cambios
significativos en su estructura o conformacion, y en consecuencia, impactar en las

propiedades biologicas de los virus.

5.1 Metodologia

Este capitulo toma los virus que fueron caracterizados en el linaje pandémico del capitulo
anterior (capitulo 1, seccion 3.2.2) y se incluyen en el paso a paso desarrollado en la

metodologia, en la figura 16 se muestra un resumen grafico.
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Figura 16. Flujograma de metodologia capitulo 2. Resumen grafico de los pasos
seguidos en la metodologia de la modelacion estructural consenso de HA VI H1N1pdm.
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5.1.1 Calculo de secuencias consenso

Con el objetivo de formar clusters de secuencias de virus similares entre si, se tomaron las
secuencias del linaje pandémico estudiadas y se compararon contra las cepas vacunales
recomendadas por la Organizacién Mundial de la Salud (https://www.who.int/teams/global-
influenza-programme) usando el servidor online FluSurver (https:/flusurver.bii.a-
star.edu.sg). Este alinea y determina la referencia mas cercana haciendo un alineamiento
de BLAST (McGinnis & Madden, 2004) contra cada referencia. Las secuencias analizadas
se agruparon en clusters acorde a sus cepas de referencia y cada agrupacion se analizé
de manera independiente para determinar el consenso con uso de la herramienta Jalview
(A. M. Waterhouse et al., 2009).

5.1.2 Modelamiento por homologia y validacién de las

estructuras

Para realizar la modelacion estructural de los consensos encontrados a través de
homologia, se realizé6 una busqueda proteinas homodlogas con el servidor web SWISS-
MODEL (A. Waterhouse et al., 2018) en la opcion “search for templates”. Para esto,
selecciono el molde de codigo PDB 6N41 y resolucion de con 2.50 A, obtenido a partir de
difraccion de rayos X. Los criterios usados para la seleccion del molde fueron mayor
porcentaje de identidad y mayor resolucion. Una vez seleccionada la estructura molde, se
utilizé el software Modeller v10.4 (Sali & Blundell, 1993), el cual toma por entrada el molde
elegido anteriormente y cada una de las secuencias objetivo a modelar y da por resultado
una estructura homologa. Se calcularon 30 modelos para cada consenso, los cuales fueron
comparados a través de la funcién de puntuacion DOPE (Discrete Optimized Protein
Energy) (Shen & Sali, 2006), el cual evalua la energia de cada modelo generado, de
manera que los modelos que presentaron mejor energia fueron seleccionados para
analizar posteriormente en los servidores en linea PROCHECK (Laskowski et al., 1993) y
ProSA-Web(Wiederstein & Sippl, 2007). EI modelo seleccionado a partir de los criterios
expuestos se selecciona como el modelo representativo de los consensos generados

anteriormente.
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5.1.3 Dinamica molecular de las proteinas

Para el estudio de las estructura de los modelos en el tiempo, se realizé6 analisis de
dinamica molecular en Gromacs version 2021.3 (Abraham et al., 2015) durante 50 ns.
Cada sistema fue estudiado en una caja cubica a un rango de 1.0 nm entre las paredes
del componente y la proteina con condiciones periddicas en todas las direcciones. Este se
solvatd con un modelo de agua TIP3P (Jorgensen et al., 1983) y con un campo de fuerzas
Amber99SB (Hornak et al., 2006). Para neutralizar los sistemas se usaron lones de sodio
(Na+) y cloro (ClI-). Las interacciones de largo alcance se calcularon con el método PME
(particle-mesh Ewald summation method) (Darden etal., 1993). Luego, se minimizo
usando el algoritmo steepest descent, el cual se realizé hasta alcanzar un valor de fuerza
inferior a 0.01 kJ/mol/nm con el objetivo de eliminar contactos incongruentes entre los
atomos. Una vez se obtuvo la estructura minimizada, se procedié a equilibrarla con un
numero de particulas, una temperatura y un volumen constante en un sistema NVT por
100ps controlando una temperatura a 300K, utilizando un re-escalado de velocidad V-
rescale (Bussi et al., 2007) y un tiempo constate T de 0.1. Subsecuentemente, se equilibré
con una temperatura, una presion y un numero de particulas constante (NPT) por 100 ps
con uso del bardstato Parrinello-Rahman (Parrinello et al., 1981) controlando la presion a
1 bar utilizando una constante de acoplamiento de 2 ps y una compresibilidad isotérmica
de 4.5x10° bar™. Finalmente, 50 ns de produccion se corrieron con un paso de tiempo de
2 fs.

5.2 Resultados

5.2.1 Calculo de secuencias consenso representativas
del VI HIN1pdm
Los 252 virus encontrados en el linaje pandémico se comparan con las cepas vacunales
recomendadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) depositadas en Flusurver.
Los resultados sugieren que los virus poseen cercania a las cepas que se listan en la tabla

3, alli se nombra cada cepa y el periodo en el cual fue valida como recomendacion.
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Tabla 3. Numero de secuencias del estudio que se mapearon a las cepas vacunales
recomendadas por el OMS.

Referencia vacunal H1N1 Periodo N° de secuencias
AJ/California/7/2009 2010 - 2016 142
A/Michigan/45/2015 2017 - 2019 86
A/Brisbane/02/2018 2020 13

A/Guangdong-
2021 10
Maonan/SWL1536/2019
A/Sydney/5/2021 2021 - Actual 1

De los 252 virus, 142 se encontraron mas cercanos a A/California/7/2009, la cual
corresponde a la cepa pandémica del 2009 que estuvo vigente desde el afio 2010 hasta el
2016 como recomendacion de la OMS. A esta le siguen las cepas A/Michigan/45/2015,
A/Brisbane/02/2018, A/Guangdong-Maonan/SWL1536/2019 y finalmente
A/Sydney/5/2021 las cuales tuvieron cercanias con 86, 13, 10 y 1 virus respectivamente

como se lista en la tabla 3.

Cada grupo de secuencias se alinea con el fin de identificar el aminoacido que ocurre con
mayor frecuencia en cada sitio de la alineacion, de manera que el conjunto de los
aminoacidos mas frecuentes forma lo que se conoce como secuencia CONnsenso,
generando asi una secuencia representativa que recoge las caracteristicas esenciales y
permite comprender mejor las similitudes entre grupos de proteinas relacionadas. Este
proceso da como resultado 5 secuencias de proteinas consenso que recogen las
caracteristicas mas representativas de los 5 clusters formados e identificados. Estas
secuencias consenso se nombran de acuerdo con el nombre de la capa vacunal de

referencia de cada grupo que representa, asi: cCal09, cMi15, cBri18, cGM19 y cSyd22.

Con el fin de identificar las diferencias y/o similitudes mutacionales entre cada secuencia
consenso frente a la referencia A/California/7/2009 -cepa que define el linaje pandémico-

se realiza el alineamiento de estos 5 consensos, tal como se muestra en el anexo 5.

En la tabla 5 se muestran el total de mutaciones identificadas, destacando las mutaciones
unicas con el fin de reconocer aquellas proteinas que no contienen mutaciones

compartidas. En este caso, se puede apreciar que cBri18 y cSyd22 contienen mutaciones
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que no son compartidas por ninguno de los consensos. Esta informacion tiene alta

relevancia para el desarrollo de los siguientes apartados.

Tabla 4. Mutaciones totales y unicas identificadas a partir de la referencia
A/California/07/2009 de los consensos: cCal09, cMi15, cBri18, cGM19 y cSyd22
calculados en este estudio.

Proteina Total de mutaciones Mutacion Unica
cCal09 P84S, S204T, 1233V, E375K

P84S, S85N, D98N, S163N, K164Q, S186T,
cMi15 S204T, 1217T, A257T, K284E, 1233V, E375K,
S452N

R46G, S91R, P84S, S85N, D98N, S163N, R46G, P283A, 1299V
cBri18  K164Q, S165T, S184P, S186T, S204T, 1217T,
A257T, P283A, K284E, 1296V, 1299V, 1233V,
E375K, S452N

S91R, P84S, S85N, D98N, N130D, S163N,
cGM19  K164Q, S165T, S184P, S1861, S204T, 1217T,
A257T, N261D, K284E, 1296V, 1233V, E375K,

S452N
K55Q, S91R, P84S, S85N, D98N, N130D, K55Q, A186T, Q190E,
cSyd22 K131N, N157K, L162I, S163N, K164Q, S165T, E225A, V151A, R260K,
S184P, S1861, A186T, Q190E, S204T, 1217T, K309R, 1419V

E225A, V151A, A257T, R260K, N261D, K284E,
1296V, 1233V, K309R, E375K, 1419V, S452N

5.2.2 Modelado de la estructura 3D

Con base en la secuencia de aminoacidos de los 5 consensos encontrados, se genera una
busqueda de proteinas homologas que tengan previamente su estructura modelada en la

base de datos PDB (Protein Data Bank https://www.rcsb.org/). En primer lugar, se realizé

la busqueda de un mondmero de hemaglutinina que tenga las cadenas HA1 y HA2 con los
siguientes parametros de seleccion: un porcentaje de identidad mayor a 70% y una
resolucion inferior a 3A con el fin de garantizar una alta homologia del molde con la
secuencia de estudio. El modelo seleccionado tiene por cédigo de PDB 6N41, el cual fue

resuelto a través de difraccién de rayos X y cuenta con una resolucién de 2.50 A
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garantizando asi los parametros de seleccion establecidos. Luego, al realizar un
alineamiento local con la herramienta BLAST entre las secuencias del molde y las
secuencias de estudio se encontré un porcentaje de identidad de igual a 80.49, 80.08,
80.01, 79.88 y 79.27% y una similaridad de 90, 89, 89, 88 y 88% para las secuencias
cCal09, cMi15, cBri18, cGM19 y cSyd22 respectivamente.

Una vez seleccionado el molde, se procedié a modelar la estructura de las secuencias
objetivo con ayuda de MODELLER v10.4, en esta plataforma se generaron 30 modelos
para cada secuencia, los cuales fueron evaluados posteriormente a partir de la funcién
DOPE. La funcion DOPE evalua los 30 modelos generados y les asigna un puntaje de
acuerdo con su calidad energética de manera que el modelo con el valor mas bajo
corresponde al mas estable (Fiser & Sali, 2003; Shen & Sali, 2006). Los modelos cCal09,
cMi15, cBri18, cGM19 y cSyd22 obtuvieron un puntaje de DOPE igual a -53339, -53793, -
53577, -53669 y -53438 correspondientemente, esto indica que los modelos son
energéticamente favorables y estan bien optimizados en términos de la energia potencial
de la estructura de la proteina, generando asi modelos altamente plausibles y de buena
calidad, por lo que estos modelos fueron seleccionados para ser sometidos a analisis

posteriores.

Con el objetivo de evaluar los modelos seleccionados se hace uso del servidor en linea
PROCHECK, el cual evalua la calidad estereoquimica a través del grafico de
Ramachandran, este determina las regiones energéticamente permitidas de los angulos ¢
y @ de los aminoacidos para establecer si la proteina se encuentra en un estado
conformacional razonable. Segun el criterio que ofrecen los resultados proveidos por
PROCHECK, un modelo de buena calidad debe tener minimo el 90% de sus aminoacidos
en las regiones mas favorecidas. La figura 17 muestra el grafico de Ramachandran de

cada uno de los modelos generados para las secuencias consenso.
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Figura 17. Graficos de Ramachandran de las 5 estructuras consenso. Graficos de
Ramachandran con 4 regiones establecidas asi: Regiones de color rojo (A, B y L)
representan las mas favorables. Regiones en amarillo brillante (a, b, | y p) que representan
adicionales permitidas. Las regiones en amarillo opaco (~a, ~b, ~l y ~p) son
generosamente permitidas y la region en blanco que corresponde a no permitidas. Cada
grafico se distribuye entre cada consenso de la siguiente manera: Cal09 (A), Mi15 (B),
Bri18 (C), GM19 (D) y Syd22 (E).

Las estadisticas extraidas de los diagramas de Ramachandran en PROCHECK muestran
que el consenso cCal09 posee el 91.7% de los residuos en las regiones mas favorables
(A,B,L), seguida del 8.1% en regiones adicionales permitidas (a, b, I, p), 0.02% en regiones
generosamente permitidas (~a, ~b, ~I, ~p) y 0% de residuos en regiones no permitidas. El
consenso cMi15 posee el 91.9% en regiones (A,B,L), 7.9% en (a, b, |, p), 0% en (~a, ~b,
~l, ~p) y 1 residuo en regiones no permitidas. Para el caso de cBri19 el 91.4% en (A,B,L),
8,6% en (a, b, |, p) y 0% para las otras dos regiones. cGm19 se distribuye asi: 91.9% en
(A,B,L), 8.1% en (a, b, I, p) y sin residuos en las otras dos regiones. Finalmente, el
consenso cSyd22 posee el 91.4% de residuos en (A,B,L), 8,1% en las regiones (a, b, |, p),

2 residuos en (~a, ~b, ~I, ~p) y 0 en regiones no permitidas.
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Como se muestra en la figura 17 (B) solo se encontrd un residuo en region no permitida,
correspondiente a una Isoleucina en la posicion 325 del modelo cMi15, por el contrario, la
figura 17 (A, B, C, D y E) muestra que los modelos de los consensos evaluados tiene un
porcentaje de aminoacidos en las regiones mas favorables mayor al 90%, lo que implica

que todos los modelos se encuentran en un estado conformacional razonable.

Adicionalmente, la calidad general del modelo se evalu6 utilizando el puntaje Z calculado
por el servidor en linea ProSA-web. Este servidor proporciona las puntuaciones Z de todas
las proteinas que han sido determinadas experimentalmente por rayos X y resonancia
magnética nuclear (NMR) en el PDB, lo que permite verificar si la puntuacion Z de las
proteinas ingresadas se encuentra dentro del rango tipico. El puntaje Z es una medida
estadistica utilizada para evaluar la calidad general de un modelo de estructura de
proteina. Un z-score mas bajo generalmente sugiere una estructura de proteina mas
confiable y plausible, mientras que un z-score mas alto puede indicar la necesidad de una

mayor refinacion o validacion del modelo (Sippl, 1993).
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Figura 18. Z-score de las proteinas consenso. El punto negro en las graficas representa
el Z-score de los modelos consenso: cCal09, cMi15, cBri18, cGM19 y cSyd22 contra el Z-
score de las proteinas depositadas en el PDB.
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En la figura 18 (A, B, C, D y E) se observa donde se posicionan cada uno de los modelos
de los consenso con respecto a otras estructuras obtenidas a través de cristalografia de
rayos X. Con valores de Z-score igual a: -8.75, -8.7, -8.71, -8.76 y -8.43 para los cCal09,
cMi15, cBri18, cGm19 y cSyd22, se puede apreciar que todos los modelos se encuentran
en los rangos caracteristicos de proteinas de tamafo similar, indicando que todos los

modelos tiene una estructura confiable.

Una vez se modeld y validd las proteinas de estudio, se procedié a graficar su estructura
tridimensional (figura 19) en donde se presentan las mutaciones y su ubicacion en la
estructura que posee cada variante solamente en su dominio de union al receptor en
comparacion con la cepa de referencia A/California/7/2009 (WT). A partir de esta grafica,
se puede apreciar que la cepa cCal09 no presentd mutaciones en el dominio de unién al
receptor, mientras que las cepas posteriores van acumulando mas mutaciones. Las

posiciones no mutadas no se muestran en la figura.

# cCalo9 # cMi15 B cBri18 # cGM19 # cSyd22
B 3 Mutaciones en el sitio de unién
Proteina
130 131 184 186 187 190 217 225
£ WT N K S S A Q I E
ia cCal09 . . . . . . . .
& cMi15 . . . T . . T .
& cBri18 . . P T . . T .
£ cGM19 D . P I . . T .
£ cSyd22 D N P | T E T A

Figura 19. Estructuras tridimensional de los consensos modelados y sus
mutaciones. (A) Estructuras de los 5 consensos sefialando la ubicacion de las mutaciones
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presentes en el sitio de union. (B) Lista de sustituciones en el sitio de union respecto a la
referencia (WT).

5.2.3 Dinamica molecular de las estructuras.
Minimizacion y equilibrio

Una vez obtenidas las estructuras se realiza una minimizacién de cada una de las
estructuras, este proceso relaja la estructura al generar un re-arreglo espacial de los
atomos a favor del gradiente de energia hasta una fuerza inferior a 1000 kJ mol-1 nm-1.
La energia potencial en este proceso se grafica en la figura 20 (A) donde se observa su
comportamiento hasta alcanzar valores de: -5.61x10° kJ/mol en el paso 2769, -5.36 x10°
kJ/mol en el paso 3015, -5.57x10° kJ/mol en el paso 1940, -5.47x10° kJ/mol en el paso
3168 y -5.78x10° kJ/mol en el paso 2011 para cCal09, cMi15, cBri18, cGM19 y cSyd22,
respectivamente. Luego, el sistema se equilibra en valores promedios aproximados de:
densidad de 993 Kg/m?, temperatura de 300 K y presion de 1 bar, como se muestra en las
figuras 20 (B-D).
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Figura 20. Medicion de propiedades durante minimizacion y equilibro: Propiedades
termodinamicas del sistema en el tiempo. A) Energia de minimizacion del sistema, B)
Densidad, C) Temperatura y D) Presion.
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Al finalizar el equilibrio se simula durante 50 ns y se calculd la raiz de la desviacion
cuadratica media (RMSD) del esqueleto de los modelos como funcién del tiempo con el
objetivo de monitorear cambios estructurales. En la figura 21 (A) se observa que el RMSD
del modelo de cBri18 presenta un aumento a partir del nanosegundo 25, el cual vuelve a
estabilizarse y mantener valores cercanos a los iniciales cerca al nanosegundo 30. En
general, el valor RMSD de todas las proteinas presentan la misma tendencia con valores
iguales a: 3.05 + 0.54, 2.54 + 0.38, 3.72 + 0.58, 2.89 + 0.45 y 2.62 + 0.38 A para los
modelos: cCal09, cMI15, cBri18, cGM19 y cSyd22 respectivamente, exhibiendo una
variacion estable. Adicionalmente, se calcul6é de radio de giro (Rg) del esqueleto de las
estructuras a lo largo de la simulacion, éste representa una medida caracteristica de la
compacidad de la estructura, en donde un valor de Rg bajo implica una proteina mas
compacta y menos flexible. La figura 21 (B) muestra que el radio de giro vario en valores
alrededor de 3.8 y 3.7 nm para todas las estructuras, excepto para cGM19, que
experimentd una ligera disminucién hasta 3.65 nm a partir del nanosegundo 40, seguido

de un incremento posterior que la llevé a recuperar su valor inicial.
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Figura 21. Métricas de dinamica molecular de las consensos modelados: A)
Desviacion cuadratica media de la raiz (RMSD) y B) Radio de giro (Rg) del esqueleto de
las proteinas cCal09, cMi15, cBri18, cGM19 y cSyd22 en el tiempo.

Luego, se calculd la raiz de la fluctuaciéon media cuadratica (RMSF), esta es una medida
de la flexibilidad o movilidad de cada atomo o residuo en una estructura de proteina, de
manera que un RMSF mas alto indica que un residuo en particular es mas flexible, mientras
que un valor mas bajo indica que es mas rigido. La figura 22 indica que la mayoria de los
residuos fluctuaron con una intensidad menor a 3 A incluyendo los residuos del dominio

de unién al receptor, los cuales son resaltados en naranja, rojo y azul. Asimismo, se
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observaron valores superiores de RMSF en otras regiones, dentro de las cuales se destaca
la region cercana al residuo 331, que corresponde a la regién de unién de los dominios
HA1y HA2, lo cual explica la alta tendencia del RMSF para todas las proteinas. Otra region
que se destaca es la regidn posterior a los residuos del 391, resaltada en amarillo. Esta
region mostré una alta fluctuacion especialmente para cBr18. Al considerar las mutaciones
unicas presentes en cBri18 mostradas en la tabla 5, se encontré que dos de ellas (P283A
y 1299V), resaltadas en verde en la figura 22, se encuentran cerca de esa region fluctuante,
lo que sugiere que estas mutaciones podrian estar generando una desestabilizaciéon que

se traduce en una mayor fluctuacion.
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Figura 22. RMSF de los consensos modelados. raiz de la fluctuacion media cuadratica
(RMSF) de las proteinas cCal09, cMi15, cBri18, cGM19 y cSyd22.

Con el objetivo de realizar una caracterizacion estructural del sitio de union al receptor, en
la figura 25 se muestra la alineacion de las estructuras tridimensionales del loop 130, la
hélice 190 y el loop 220 de las 5 proteinas estudiadas después de los 50ns de produccion
de dinamica. Una inspeccion de esta figura permite observar que cBri18 experiment6 un
cambio conformacional significativo en el loop 130 que llevo a este dominio a alejarse de

la region de fluctuacion encontrada en las otras proteinas.
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Figura 23. Alineacion del RBD de las estructuras modeladas. Comparaciéon de las
estructuras tridimensionales del sitio de union al receptor de las proteinas de HA: cCal09
(verde), cMi15 (Morado), cBri18 (Azul), cGM19 (Amarillo) y cSyd22 (Rojo), después de
50ns de produccion en dinamica molecular.

Con el objetivo de verificar el cambio conformacional de la estructura observado en el
apartado anterior y evaluar la estabilidad del “pocket” formado en el sitio de union, se
evaluara una métrica adicional. Para ello, se ejecuta un calculo de distancias entre las 3
regiones que lo conforman (loop 130, hélice 190 y loop 220) como se observa en la figura
24 (A). Este calculo se realiza a lo largo de los 50ns en cada una de las proteinas de
estudio, para el cual se seleccionaron 3 aminoacidos conservados en las 5 proteinas:
Thr134, Leu192 y GIn224. Las distancias fueron calculadas entre los carbonos a de cada
uno de estos aminoéacidos. Como se aprecia en la figura 24 (B-F), la distancia promedio
d; (entre Thr134 y Leu192), d, (Thr134 y GIn224) y d; (Leu192 y GIn224) fue alrededor de
13.3 nm, 9.1 nm, y 14.6 nm para los modelos cCal09, cMi15, cGM19 y Syd22 y esta se
mantuvo se mantuvo cerca de estos valores a lo largo del tiempo. Por otra parte, para el
modelo cBri18, las distancias d; y d, se mantuvieron en 13.3 nm y 9.1 nm, pero

aproximadamente en el nanosegundo 35, d; se aumentd hasta 14.6 nm y d, se redujo
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hasta 7.9 nm, fluctuando alrededor de estos valores hasta llegar a los 50 ns. La distancia
d5 si conservo un valor promedio de 14.6 nm como los otros modelos. Por lo que se puede
apreciar que los aumentos encontrados en las distancias d; y d; corresponden al cambio

estructural observado en el loop 130 que se detalla en la figura 23.
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Figura 24. Distancia de las regiones del RBD. Distancias entre los aminoacidos T134,
L192 y Q224 de las proteinas cCal09 (A), cMi15 (B), cBri18 (C), cGM19 (D) y cSyd22.
Durante 50ns de produccién de dinamica molecular.
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5.3 Discusion

La funcionalidad de una proteina depende fuertemente de su estructura, por lo que en este
estudio se realiza un modelamiento estructural de las proteinas H1 consenso que
represente las cepas reportadas en de H1IN1pdm en Colombia y que aporte a la brecha de
conocimiento que se tiene acerca de las caracteristicas con las que circula el VI HIN1pdm

en el pais.

En este estudio, se obtuvieron cinco secuencias consenso (cCal09, cMi15, cBri18, cGM19
y cSyd22) que representan la diversidad de los virus de la influenza H1N1pdm circulantes
en Colombia. Cada secuencia consenso refleja las caracteristicas principales vy, por lo
tanto, las mutaciones mas predominantes del estudio (ver tabla 5). Estos clusters se
crearon con base en la homologia encontrada con cepas vacunales establecidas por la
OMS, las cuales tienen en cuenta los principales clados que circulan dentro del linaje

pandémico.

La tabla 3 muestra el numero de cepas virales representadas por cada consenso, la gran
mayoria de los virus de linaje pandémico identificados en Colombia muestran una
homologia mas alta con la cepa pandémica vacunal del 2009 A/California/07/2009, con un
57% de los virus analizados. Estos hallazgos indican que la proteina cCal09 es el consenso
que recoge las caracteristicas mas predominantes de la mayoria de los virus circulantes
en Colombia entre 2009 y 2022.

Luego, se obtuvieron las estructuras de los 5 consensos, los cuales se analizaron a través
de dinamica molecular para evaluarlas en el tiempo. Estas simulaciones mostraron que las
proteinas cCal09, cMi15, cGM19 y cSyd22 mostraron fluctuaciones similares como se
observo en las figuras 21 y 22, mientras que las fluctuaciones para cBri18 presento
diferencias a las encontradas en las otras proteinas, lo que indica que dicha proteina
experimenté cambios conformacionales, distintos a los encontrados en las otras proteinas

a lo largo del tiempo.

Adicionalmente, un alineamiento estructural observado en la figura 23 entre las regiones

principales del RBD (loop 130, hélice 190 y loop 220) de las proteinas después de la
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dinamica molecular revelé que el loop 130 de la proteina cBri18 se encontraba en una
posicidn mas alejada a la encontrada en los loops 130 de las otras proteinas, hecho que
fue confirmado al medir las distancias de estas regiones del RBD a lo largo de los 50ns en
la figura 24, ya que se observé como alrededor del nanosegundo 35 el loop 130 del cBri18
se alejo de la hélice 190 y el loop 220. Estos cambios conformacionales en el sitio de union
pueden ser factores claves para determinar la especificidad del receptor de los virus, como
se afirma en un estudio realizado en el 2018 en el que Ni y colaboradores reportaron que
las variaciones en las longitudes del loop 130 son responsables del cambio preferencia del
receptor (Ni et al., 2018). Esto sugiere que cBri18 puede presentar cambios en la afinidad
por los receptores, alterando factores como la eficiencia de infeccion y transmisibilidad en

huéspedes como cerdos, humanos y aves.

A la hora de buscar factores que hayan repercutido en los cambios en el comportamiento
de cBri18, se encontré que dicha proteina posee 3 mutaciones (R46G, P283A y 1299V)
gue no se encuentran en ninguna de las otras proteinas estudiadas como se muestra en
la tabla 4. Si bien las mutaciones en cuestion no estan directamente ubicadas en las
regiones principales del Receptor Binding Domain (RDB), su influencia podria manifestarse
en los cambios conformacionales que resultaron en la modificacion del loop 130. Es
importante destacar que dos de estas mutaciones si se encuentran en proximidad
conformacional a la region que exhibid una alta fluctuacion en el calculo del Root Mean

Square Fluctuation (RMSF). en la figura 22.

Al hacer una revision en la literatura con ayuda de la base de datos de flusurver acerca de
la relacion que puedan tener estas mutaciones con los cambios conformacionales
observados, se encontrd que estas mutaciones se encuentran en 2,64% (R46G), (P283A)
2,37% y (1299V) 2.5% de los virus reportados en flusurver y no se encontrd ningun estudio

que relacione dichas mutaciones con cambios conformacionales.

En resumen, en este estudio se aplicé una metodologia para crear 5 estructuras
tridimensionales (cCal09, cMi15, cBri18, cGM19 y cSyd22) que representan la diversidad
de los virus en Colombia, permitiendo evaluar a través de dinamica molecular los efectos
que las mutaciones mas predominantes generan sobre las estructuras de estas proteinas
en el tiempo. Esto permitid encontrar que las mutaciones contenidas en las proteinas

cCal09, cMi15, cGM19 y cSyd22 no tuvieron efecto significativo que se manifestara en la
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fluctuaciones evaluadas en dinamica, ni en la conformacion final de su estructura,
revelando que no han generado cambios estructurales significativos. Por otro lado, se
encontré que el consenso cBri18 si manifest6é fluctuaciones mas elevadas y cambios
estructurales en comparacion a las otras proteinas, en especial en el loop 130 del RBD,
hecho que podria estar asociado a las mutaciones unicas (R46G, P283A y 1299V)

identificadas en esta proteina.

6. Capitulo 3: Analisis union HAy
receptores celulares

El objetivo de este capitulo es llevar a cabo un estudio enfocado en analizar la afinidad
entre los virus de influenza en Colombia, especificamente del linaje H1IN1pdm, y los
principales hospederos entre los cuales circula que incluyen al cerdo, humano y ave. Para
ello, nos centraremos en los receptores 02,3 y 02,6. Estos receptores fueron seleccionados
debido a que, como se detalla en la seccidon 2.13, son las formas predominantes
expresadas en dichos hospederos. Analizaremos las interacciones entre estos receptores
celulares y las proteinas consenso de interés en Colombia, todas pertenecientes al linaje
H1N1pdm. El propésito fundamental de este analisis es evaluar si las sustituciones
presentes en estas proteinas afectan significativamente la capacidad del virus para infectar
distintos tipos celulares y si hay una preferencia evidente por un tipo especifico de receptor

celular.
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6.1 Metodologia

Este capitulo toma los modelos de los consensos de HA después de los 50ns de dinamica
calculados en el capitulo anterior (capitulo 2, seccién 4.2.1) y se incluyen en el paso a

paso desarrollado en la metodologia, en la figura 25 se muestra un resumen grafico.

Modelos consenso

Preparacion de
ligandos

|

Docking ligando
proteina

! (@) Andlisis Unién HAy
receptores celulares

Dinamica molecular
Ligando/proteina

L 5

Energia libre de unién }

Figura 25. Flujograma de metodologia capitulo 3. Resumen grafico de los pasos
seguidos en la metodologia del Analisis union HA y receptores celulares.
6.1.1 Preparacién de ligandos de receptores celulares

Para obtener la estructura de los receptores celulares, se descargaron del banco de datos

de proteinas (PDB, https://www.rcsb.org/) de las estructuras que tienen por cédigo 4N5K

para a2,3 y 4N60 para a2,6. Luego, se les realizé un proceso de optimizacién geométrica
y molecular, que consta de una minimizacion en el programa Avogadro-1.2.0 (J. Wang

et al., 2004) haciendo uso del campo de fuerzas generalizado de Amber (GAFF).

6.1.2 Docking Ligando-Proteina

Con el objetivo de obtener las conformaciones de los ligandos descritos en la seccion
5.1.1 y las proteinas modeladas, se realizé un docking molecular con uso del software
Qvina2 (Alhossary et al.,, 2015) en donde se ubic6 la caja de estudio en RBD de las
proteinas, regién donde se obtuvieron los complejos unidos y se analizaron las
interacciones. A cada una de las proteinas se les evalué la afinidad respecto a cada uno

de los ligandos. Cada corrida de docking se realizé 200 veces de manera independiente,
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de cada corrida se extrajeron los 3 modos mas estables obtenidos. Adicionalmente, se
hace uso del parametro “Exhaustiveness” para modificar el esfuerzo computacional
durante el docking, este se fijo en 24 para obtener resultados mas consistentes (Forli et al.,
2016). La herramienta MGLtools V 1.5.7 (https://ccsb.scripps.edu/mgltools/) se utilizé para
posicionar y centrar la caja en el sitio de union con el receptor celular, cada tamafo fue
elegido independientemente para garantizar la inclusion del sitio de uniéon permitiendo
rotaciones libres del ligando. Cada corrida se realizé de manera semi-rigida, lo que significa
que la proteina se mantiene rigida y los ligandos del receptor flexibles. Los complejos
extraidos de este procedimiento fueron visualizados en Pymol
(http://www.pymol.org/pymol) y las interacciones del ligando con la proteina de manera

bidimensional fueron visualizadas Ligplot (Laskowski & Swindells, 2011).

6.1.3 Dinamica molecular HA y receptor celular

Para el estudio de los complejos formados ligando-proteina (H1pdm/a2,3 y H1pdm/a2,6)
en la seccion 5.1.2, se realiz6 analisis de dinamica molecular usando la version 2021.3 de
Gromacs (Abraham et al., 2015). Se us6 el campo de fuerzas Amber99SB(Hornak et al.,
2006) para las proteinas de H1. Para los ligandos (2,3 y a2,6) se uso6 el campo de fuerzas
generalizado de Amber (GAFF) (J. Wang et al., 2004), en el cual el programa Acpype
(Sousa Da Silva & Vranken, 2012) fue usado para generar la topologia compatible con
Gromacs. El modelo TIP3P (Jorgensen etal.,, 1983) se usé como solvente. Para la
minimizacion se uso el algoritmo steepest descent hasta llegar a una fuerza maxima que
no excediera 1000 kJ mol-1 nm-1. Luego, se equilibré en un sistema NVT a una
temperatura de 300K utilizando un re-escalado de velocidad V-rescale (Bussi et al., 2007)
y un tiempo constate T de 0.1 por 100ps. Posteriormente, un equilibré en un sistema (NPT)
se llevé a cabo por 1000 ps con uso del barostato Parrinello-Rahman (Parrinello et al.,
1981) a 1 bar de presiéon con una una compresibilidad isotérmica de 4.5x10° bar” y
constante de acoplamiento de 2ps. Por ultimo, se corrieron 100ns de produccién con un

paso de tiempo de 2 fs.
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6.1.4 Calculo de energias de unién

Finalmente, para el calculo de las energias libres de union de los complejos proteina-
ligando se hizo uso del método de MMGBSA (Molecular Mechanics Generalized Born
Surface Area) (Hou et al., 2011b) por sus siglas en inglés. Este calculo es realizado por

medio de la siguiente ecuacion:
AGunién = Geomplejo — (Gproteina + Gligando)

En donde el total de la energia libre del complejo esta representada por AGunion, mientras
que la energia de la proteina y del ligando de manera independiente se representan por

Gceomplejo y Gligando respectivamente;
AGunién = AGgas + AGsol = AEvdw + AEele + AEvdw + AGpolar + AGno-polar

En donde AE,,s es la energia potencial promedio que incluye dos términos, las
interacciones de Van del Waals y las interacciones electrostaticas (AGgas = AEvdw +
AEele). AGsol es la contribucion de la energia libre de solvatacién compuesta de la energia
libre de solvatacion (AGpolar) y la energia de solvatacion no polar (AGno-polar), las
contribuciones polares calculadas por el Born generalizado (GB) (electrostatic solvation
energy) y los no polares al SASA (Solvent-Accessible Surface Area) por sus siglas en

inglés (non-electrostatic solvation component):
AGsol = AGGB + AGSASA

Este calculo se estimo usando el paquete gmx_MMPBSA (Valdés-Tresanco et al., 2021),
el cual se realizé con un total del 1000 frames que se tomaron en los ultimos 10 ns de la
simulacion. Las contribuciones energéticas de cada residuo se realizaron con los
aminoacidos pertenecientes al RBD y aquellos aminoacidos que se encontraban a una

distancia inferior a 4 A.

6.2 Resultados

6.2.1 Seleccion de modelos

Para evaluar el efecto que las mutaciones tienen en la unién del ligando receptor y

disminuir el tiempo de cémputo asociado a los anadlisis de dinamica, se procedid a
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seleccionar aquellas proteinas que presentaban caracteristicas relevantes. Teniendo como
proteinas candidatas a cCal09, cBri18 y cSyd22. cCal09 porque dicha variante es
altamente homoéloga a la cepa pandémica de California del 2009, proporcionando una cepa
de referencia para comparaciones. Y cBri18 y cSyd22 porque, como se muestra en la tabla
4, presentan mutaciones exclusivas que no se encuentran en ninguna otra variante. En
adicion, cBri18 ha evidenciado cambios estructurales que son de interés para la evaluacion
con respecto a los ligandos y cSyd22 representa las cepas virales que estan circulante

durante los ultimos afos.

6.2.2 Docking molecular

Una vez obtenidas y validadas las estructuras de los consensos y los ligandos, se procede
a realizar un acoplamiento entre los dos receptores: aviar (a2,3) y humano (a2,6) contra
cada una de las proteinas en su dominio de unién al receptor. En las figuras 26 (A-F) se
muestra el valor de la energia de afinidad de los complejos, el cual es un puntaje asignado
a las interacciones generadas en la union, en donde a valores mas negativos de la afinidad,
mejor es la union entre el ligando y la proteina. Dicho lo anterior, los resultados obtenidos
en las figuras 26 (A-F) corresponden a las mejores conformaciones encontradas de 200
experimentos realizados para cada complejo, de (A-C) para las variantes en unién con el
receptor humano y de (D-F) en unién con el receptor aviar. En estas graficas se ilustran
las interacciones generadas, donde se detallan tanto los puentes de hidrogeno con sus
respectivas distancias como los residuos con los cuales se logra tener una interaccion

hidrofébica.

Los aminoacidos con los que se formaron puentes de hidrégeno se sintetizaron en la tabla
5. Los residuos con los que se formaron enlaces son consistentes con las interacciones
reportadas en otras estructuras cristalograficas (Xu et al., 2012). Adicionalmente, se puede
apreciar que los residuos que pertenecen al loop 200 (224, 225 y 226) y Try92 estuvieron
presentes en casi todas las conformaciones, en especial las que se encuentran unidas al

receptor humano.
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Tabla 5. Aminoacidos con los que se forma interaccion electrostatica entre los receptores

humano y aviar y las proteinas cCal09, cMi15, cBri18, cGM19 y cSyd22.

Posicion
Sistema 92 131 133 134 135 136 143 181 184 185 188 191 220 224 225 226
cCal09 Y K - T - - - H - - - - - - E -
“26 " gits Y Kk - - - - Kk - - - - - T T & =&
cSyd22 Y N - - A A - - - - D - - a A G
cCalod - K - T - - K- - - i . K - R _
@23 " B8 Y - - - - - - - . . . . I E =@
cSyd22 Y N V T A - K - - - . . - Qa A G
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A -6.6 kcal/mol B -6.7 kcalimol C -7.1 kcal/mol
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Figura 26. Diagrama de las interacciones de docking. Interacciones entre los receptores
humano (A-C) y aviar (D-F) con las proteinas consenso cCal09, cBri18 y cSyd22. Docking
realizado con Qvina2 y Diagrama visualizado con LigPlot.

Los calculos de energia de union realizados por la funcion de scoring de docking poseen
muchas limitaciones dado que el experimento se realiza en condiciones ideales como: una
union en el vacio -dado que no tiene solvente- o una proteina rigida, lo que implica que el
ligando no altera la conformacion de esta. Es por esto que para realizar un calculo mas
realista acerca de como afectan las mutaciones la union entre el ligando y la proteina, se
procedera a realizar un analisis de dinamica molecular que mejore estas condiciones que

no se pudieron evaluar.

6.2.3 Dinamica molecular ligando-proteina

Minimizacioén y equilibrio
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Con los complejos seleccionados se realizd nuevamente un proceso de dinamica
molecular, la cual inicia con una minimizacion hasta una fuerza inferior a 1000 kJ mol-1
nm-1 en cada atomo, que genera una energia potencial de: -4.14 x10° kJ/mol en el paso
2952, y -4.14 x10° kJ/mol en el paso 2491 para los complejos de cCal09. -3.8 x10° kJ/mol
en el paso 3282 y -3.79 x10° kJ/mol en el paso 2448 para los complejos de cBri18.Y -4.32
x108 kJ/mol en el paso 2918 y -4.31x10° kJ/mol en el paso 2376 para los complejos de
cSyd22 como se muestra en la figura 27 (A). Los sistemas fueron equilibrados a una
densidad de densidad de 993 Kg/m?®, temperatura de 300 K y presién de 1 bar, como se
muestra en las figuras 27 (B-D).
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Figura 27. Medicion de las propiedades en minimizaciéon y equilibrio: Propiedades
termodinamicas de los complejos ligando-proteina en el tiempo. A) Energia de
minimizacion del sistema, B) Densidad, C) Temperatura y D) Presion.

Luego de que los sistemas se encontraran en equilibrio se realizé una produccién durante
100ns y se procedié a medir las distancias entre el centro geométrico del RBD de las
proteinas y los receptores celulares humano y aviar, como muestra el esquema realizado
en la figura 28 (C), para estudiar si los ligandos de cada uno de los complejos permanecian

en RBD. En la figura 28 (A), se observan las distancias entre el receptor humano a2,6 y
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el sitio de unidn de las proteinas. Se puede apreciar que en el caso de cBri18 y cSyd22, la
distancia se mantuvo estable con un promedio inferior a 5 A. Sin embargo, cCal09
experimento fluctuaciones desde el inicio de la simulacion hasta antes del nanosegundo
30y, a partir de ese momento, se mantuvo estable junto con las otras proteinas. La figura
28 (B) muestra las distancias de las proteinas con respecto al receptor aviar. Aqui se puede
apreciar que el ligando abandond el sitio de unién de cCal09 antes de iniciar la produccion,
durante las etapas de equilibrio. En el caso de cSyd22, a2,3 abandono el sitio antes del
nanosegundo 20, mientras que el ligando de cBri18 aumenté su distancia, permaneciendo
por encima de 5 A, pero sin abandonar completamente el sitio de union. El receptor 02,3
abandond el sitio de unién de las proteinas cCal09 y cSyd22 debido a que las interacciones
formadas no eran lo suficientemente fuertes como para mantener el receptor unido al
ligando de manera estable a lo largo del tiempo. Los complejos que mantuvieron su ligando

en el sitio de unién se tomaron para analisis posteriores.

20
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o | cBri18
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Figura 28. Medicion entre el sitio de uniéon de los consensos y los receptores
celulares. Medicién de distancias entre el centro geométrico de los receptores celulares
aviar y humano y el sitio de unién de las proteinas cCal09, cBri18 y cSyd22.

RMSD

A lo largo de los 100ns también se midi6 el RMSD para el receptor humano y sus

respectivas proteinas como se ilustra en la figura 29 (A, C y E). Ademas, se muestran
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imagenes superpuestas de la posicion del ligando en el RBD en los tiempos 0, 50 y 100ns
en las figuras 29 (B, D y F). EIl RMSD del 02,6 unido a cCal09 en la figura 29 (A) muestra
fluctuaciones con promedios entre 0,7 y 2,1 hasta llegar al nanosegundo 26, equilibrandose
alrededor de 2.1, esto también se ve reflejado en la figura 29 (B) ya que se ilustra cémo
la posicion del ligando en el nanosegundo 0 difiere de las posiciones en 50 y 100ns, las

cuales no muestran cambios significativos.

Para el caso de 2,6 unido a cBri18, el RMSD en el nanosegundo O crece hasta
estabilizarse en 2 A, de igual manera esto se ve reflejado en las posiciones del ligando
superpuestas en la figura 29 (D), en donde el ligando en el nanosegundo O tiene una

posicién ligeramente distinta a la obtenida en las posiciones 50 y 100ns.

Las figuras 29 (E y F) muestran el comportamiento para «.2,6 unido a cSyd22, el ligando
en este caso tuvo el valor mas pequefio de todos, con un promedio de 0.7, reflejando una

alta similitud de la posicion del ligando a lo largo de la simulacion.

Para el caso del receptor 02,3 unido a la proteina cBri18, la figura 29 (G) muestra el
RMSD, el cual presenta fluctuaciones a lo largo de la simulacién que se mantuvieron por

debajo de 2A. Ademas, la proteina cBri18 también muestra valores estables inferiores a 4
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Figura 29. RMSD y poses del ligando a lo largo de la simulacién: RMSD de ligandos
proteinas durante los 100ns de los complejos: A) cCal09/02,6, C) cBri18/02,6, E)
cSyd22/02,6 y G) cBri18/02,3 y las poses en 0, 50 y 100ns de los mismos complejos
respectivamente en: B), D), F) y H).
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Ademas, se realiz6 la medicion del radio de giro de las proteinas unidas a cada uno de los
receptores, como se muestra en la figura 30 (A y B). En la figura 30 (A), se observa que
el radio de giro de las proteinas unidas al receptor humano se mantiene alrededor de 3.8
y 3.7 nm, con ligeras fluctuaciones. Por otro lado, en la figura 30 (B), se muestra el radio
de giro de la proteina cBri18 unida al receptor aviar, el cual presenta fluctuaciones entre
3.7 y 3.6 nm. Estos resultados evidencian que la unién de las proteinas a los receptores

celulares no tuvo un impacto significativo en su compacidad.

4.2 A cCal09 4.2 cBri18
cBri18 B
€ 40 — osyd2 £ 4.0
C
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3.6 3.6
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Figura 30. Radio de giro: Medicion del radio de giro del esqueleto de las proteinas en
complejo con A) el receptor 02,6 y B) 02,3 a lo largo de 100ns de produccién en dinamica
molecular.

Para verificar la estabilidad de los receptores celulares dentro de la cavidad del RBD de
cada una de las proteinas, se midio la distancia promedio de los enlaces H entre los
ligandos y residuos de la proteina con los que interactuan. Las figuras 31 (A 'y B) muestran
los enlaces de hidrogeno que se formaron en el nanosegundo 100 entre el receptor
humano y los residuos Y92, T134, E225 y G226 de la proteina cCal09. De estos, se
eligieron tres enlaces para medir su distancia a lo largo de la simulacién, los cuales se
graficaron en la figura 31 (C), alli se muestra que estos enlaces se generaron alrededor
del nanosegundo 26, y a partir de ahi, permanecieron estables hasta llegar al nanosegundo
90, en donde los enlaces formados con los residuos E225 y G226 tuvieron un aumento en
su fluctuacién mientras que el enlace formado con Y92 tuvo una disminucion de las

fluctuaciones.

En las figuras 31 (D y E) se muestran los enlaces formados con el receptor humano y los
residuos Y92, K143, H181, E225 y G226 de la proteina cBri18, de los cuales a 3 (resaltados



Analisis computacional de la hemaglutinina de los virus de influenza A de linaje pandémico en Colombia 79

en la figura 31 (D)) se les grafico la distancia en la figura 31 (F) durante los 100ns. Alli,
se aprecia que esta distancia permanecié estable a desde el inicio de la simulacién con
una baja fluctuacion.

Para los enlaces entre cSyd22 y el receptor humano, los residuos con los que se formo
enlace son: Y92, H181, D223 y G226, de los cuales, los resaltados en la figura 31 (G) se
les grafico la distancia en el tiempo en la figura 31 (H), en donde se aprecia que las
distancias son estables a lo largo del tiempo.
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Figura 31. Graficos de las interacciones. Diagrama de interacciones bidimensionales
receptores con las proteinas (A, D, G y J) realizado con LigPlot. Pose tridimensional de los
ligandos en el sitio de union de las proteinas (B, E, H y K). Distancia de 3 enlaces H de
durante 100ns de produccion (C, F, | y L). Para los complejos cCal09/a2,6(A-C),
cBri18/02,6 (D-F), cSyd22/02,6 (G-l) y cBri18/a2,3 (J-L).

Se hizo el mismo procedimiento para los enlaces formados entre el receptor aviar y los
residuos: K131, V133 y K143 de la proteina cBri18 mostrados en las figuras 31 (J y K) y
se grafican sus distancias en la figura (L). Aqui se puede apreciar que a partir del
nanosegundo 20 se formd un enlace con el residuo V133 a una distancia alrededor de los
3A, mientras que las otras dos interacciones con 143 y 191, fueron menos estables a lo
largo de los 100 nanosegundos. Adicionalmente, La figura 31 (J) muestra que el receptor
aviar no form¢d interacciones con residuos pertenecientes al loop 220 como lo tuvo el
receptor humano en los casos anteriores, sino que este formao interacciones principalmente

con el loop 130 y con la hélice 190 (residuos del 188 al 190).

La figura 31 (E) muestra como el receptor humano esta posicionado en la region central
del sitio de union de cBri18, en donde logra formar enlaces con los 3 dominios principales

(loop 130, hélice 190 y loop 220), por el contrario, el receptor aviar no se encuentra
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posicionado en el centro del sitio de unién de cBri18, sino que se encuentra desplazado
hacia el loop 130 como se muestra en las figuras 31 (J y K) y figura 29 (H), formando

enlaces con los dominios loop 130 y hélice 190.

6.2.4 Energias de union

La evaluacion de la dinamica molecular de los compuestos como se ilustra en las figuras
28 (A-B), sugirid que el receptor celular humano permanecio en el sitio de unién de cada
una de las proteinas de manera estable, mientras que el receptor aviar permanecio en el
RBS solo para el caso de la proteina cBri18, presentando fluctuaciones mas significativas
que el resto. Por lo tanto, la energia libre de union MMGBSA fue calculado para estimar la
union de estos 4 complejos. La figura 32 (A) presenta los valores de energia durante los
ultimos 10ns, los cuales se muestran estables a lo largo del tiempo. Adicionalmente, se
calcula el valor promedio de dicha energia y se grafica en la figura 33 (B), la cual permite
observar que el receptor aviar unido a la proteina cBri18 present6 un valor de energia de -
14.58 kcal/mol, mientras que el receptor humano presenté valores de -30.06, -24.65 y -

26.34 kcal/mol en unién con cCal09, cBri18 y cSyd22, respectivamente.
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Figura 32. Energias de union de los complejos: Medicién de la energia de unién
MM/GBSA: (A) durante los ultimos 10ns (B) Promedio de los ultimos 10ns. Entre los
complejos cCal09/a2,6, cBri18/a2,6, cSyd22/02,6, y cBri18/02,3. Los calculos se
realizaron con el software gmx_MMPBSA.

En la figura 33(A-B) se muestra la descomposicion por residuos de las energias de union

para cada uno de los aminoacidos con los que forma interaccion, esta medicién se hizo
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para el RBS de los virus cCal09, cBri18 y cSyd22 en interaccién con el receptor celular
humano en la figura 33 (A) y el RBS de cBri18 en interaccion con el receptor aviar en
figura 34 (B). Un valor positivo indica que los residuos son desestabilizadores, mientras
que el signo negativo indica que son estabilizadores. El analisis de los virus unidos al
receptor humano muestra que los residuos: Y92, T134, W151, H181, L192, Q224, E225(A
para cSyd22) y G226 presentaron la contribucion mas significativa (menor a -1 kcal/mol)

en por lo menos uno de los virus.

Haciendo una comparacion entre los residuos que tuvieron contribucion con el receptor
humano se observo que los residuos T134, W151 y Q224 presentaron una disminucion
mas significativa de la energia de unién en los virus posteriores a cCal09 con valores de
disminucion alrededor de -2.5, 0.5 y 1.0 kcal/mol, respectivamente. Mientras que los

residuos Y92 y L192 evidenciaron aumentos en la energia de union.

En el caso del receptor aviar, el andlisis mostré que no generé interaccion significativa con
residuos del loop 220, mientras que el receptor humano si. Adicionalmente, se encontro
que los residuos que generan contribucion mas significativa son K131, W151 y L192 con
un valor de energia aproximado de 2.7, 1y 2.7 kcal/mol, respectivamente, siendo K131 un
residuo clave para la union del virus cBri18 con el receptor aviar, mientras que con el

receptor humano no.
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Figura 33. Descomposicion de energia por residuos: Energia de union MMGBSA
promedio por residuos pertenecientes al RBD de las proteinas cCal09, cBri18 y cSyd22
con el receptor humano a2,6 en (A) y de cBri18 con el receptor aviar 02,3 en (B). Los
residuos que no presentaron valores de energia no se mostraron. Los calculos se
realizaron con el software gmx_MMPBSA durante los ultimos 10ns de la produccién en
dinamica molecular. Las posiciones que presentan mutacion en alguna de las proteinas se
muestran con un simbolo (*) .

Estos analisis se realizan con un constante dieléctrica del soluto igual a 78.5, la cual
corresponde al agua a temperatura ambiente, pero dado que se desconoce el valor de la
constante dieléctrica de la hemaglutinina, los calculos se realizaron con un valor de
constante dieléctrica del soluto igual a 1, que es el valor que el software gmx_MMPBSA
trae por defecto. Sin embargo, dada la alta sensibilidad que tiene la constante dieléctrica
para el calculo de las energias, se repitidé el procedimiento con una constante de soluto
igual a 2 para verificar que no existan cambios muy significativos que alteren los resultados
encontrados anteriormente. Para esto, en la figura 34 se muestran los valores promedios
de la energia de union para una constante dieléctrica de 1 y 2, permitiendo observar los
cambios en los valores promedios de la energia de union, un ejemplo de ello es la energia
de unién entre cCal09 contra el receptor humano, con una constante dieléctrica de 1 el

valor fue de -30, con una constante de 2 el valor fue de -36,54. Esto mismo sucedi6 en
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todos los casos, donde se observd que los valores absolutos de la energia aumentaron,
pero las tendencias encontradas inicialmente se mantuvieron para los valores de constante
dieléctrica estudiados, como lo es el caso de las proteinas unidas al receptor humano. Por
ejemplo, se evidencio que la proteina cCal09 siempre mantuvo el valor de energia de unién
mas grande de todos los complejos, seguido del complejo cSyd22 y finalmente cBri18. Otra
tendencia que se mantuvo fue la de cBri18 en union con los receptores aviar y humano, la

cual fue superior en todos los casos en unién con el receptor humano.
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Figura 34. Energia de uniéon promedio a dos constantes dieléctricas. MMGBSA de los
ultimos 10ns de las proteinas cCal09, cBri18 y cSyd22 en unién con los receptores humano
y aviar con una constante dieléctrica interna de 1 en (A), de 2 en (B).

Todos estos resultados mostrados anteriormente, confirman que los cambios
conformacionales presentados en el loop 130 de la cepa viral cBri18 tuvieron efectos mas
notables en la interaccion con el receptor aviar. Especificamente, se observé que el
receptor aviar tuvo asentamiento mas cerca del loop 130 que del loop 220, lo que otorgd
mayor relevancia a los enlaces formados con los residuos del loop 130y la hélice 190, asi

como la contribucion energética de cada uno de ellos.

Adicionalmente, al comparar los resultados de las proteinas en unién con el receptor aviar,
se hizo evidente que solo la cepa viral cBri18 logré establecer una unidn con el receptor
aviar. En este caso, el loop 130 desempefié un papel clave para que dicha unién fuera
efectiva. Por otro lado, las cepas virales cCal09 y cSyd22, las cuales no presentaron
cambios conformacionales en el loop 130, no generaron interacciones lo suficientemente

fuertes como para mantener los receptores en el sitio de unién.
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6.3 Discusion

Evaluar las mutaciones en el dominio de union al receptor de la hemaglutinina de los virus
es crucial, ya que puede facilitar la transmision entre aves, cerdos y humanos, impulsar la
evolucion viral hacia variantes mas virulentas e influir en la infectividad. En Colombia no
se han reportado estudios que revelen el estado actual de las cepas circulantes con
respecto a los receptores. Por lo tanto, en esta investigacion, se abordé el estudio de la
interaccion de los receptores humano SAa2,6 y aviar SAa2,3 con 3 proteinas de interés
es Colombia (cCal09, cBri18 y cSyd22), estas proteinas hacen parte de un grupo de 5
proteinas que representan la diversidad de HA VI de linaje H1N1pdm circulantes en

Colombia, pero fueron elegidas dadas caracteristicas que las distinguieron de las otras.

Este estudio reveld que el receptor aviar SAa2,3 no logré formar interaccion efectiva con
las proteinas cCal09 y cSyd22, abandonando RBD de estas proteinas como se observa
en las figuras 28 (A-B), siendo cBri18 la unica proteina que mantuvo el receptor aviar en
el sitio de unioén a lo largo de toda la simulacién, mientras que el receptor humano SAa2,6
si logroé formar interaccion efectiva en todos los casos. Adicionalmente, al analizar la
energia de unién de cada una de estas proteinas con los receptores que permanecieron,
como se ilustra en la figura 33, se pudo observar que el receptor humano SAa2,6 presento
valores de afinidad superiores al receptor aviar, lo que sugiere que las proteinas evaluadas
presentan preferencia por el receptor humano que el receptor aviar. Esta informacion es
coherente con lo reportado en (Bradley et al., 2011; Carbone et al., 2015; L. M. Chen et al.,
2011; Childs et al., 2009; Maines et al., 2009; Yang et al., 2010), en donde se encontré que
el virus de origen pandémico A/California/07/09 presentaba preferencia por el receptor
humano sobre el receptor aviar. Lo que permite observar que la tendencia por preferencia
hacia el receptor humano sobre el aviar se sigue manteniendo en los virus de linaje

pandémico evaluados en este estudio.

Adicionalmente, en este estudio se comparé la energia entre las proteinas consenso que
se unieron al receptor humano SAa2,6 y se encontrd que la proteina cCal09, que como se
menciond en el capitulo 2, es el consenso que representa el 57% de las cepas virales

H1N1pdm en Colombia, tuvo el valor de energia mas alto como se mostro en la figura 32
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(A'y B), seguida de la cepa cSyd22 que corresponde a la cepa que circula en afios actuales
y finalmente cBri18. Esto podria implicar que las cepas que se representan con el consenso
cCal09 pueden ser aquellas que tienen capacidad de infeccion y transmision mas elevada,
mientras que cepas mas actuales, representadas en cBri18 y c¢Syd22, pudieron haber
disminuido la transmisibilidad o infectividad hacia receptores humano. Sin embargo,

estudios posteriores son requeridos para evaluar esta hipétesis.

Las mutaciones que han acumulado las cepas cBri18 y cSyd22, con respecto a cCal09,
las han llevado a disminuir su afinidad por el receptor humano como se menciond en el
parrafo anterior. A la hora de evaluar si las mutaciones presentes en el RBD (ver figura
19) tienen un efecto directo en la contribucion de esta afinidad (ver figura 33), se encontro
que estas mutaciones no tuvieron un impacto directo, sugiriendo que el impacto generado
sobre la afinidad por SAa2,6 se dio de manera indirecta, generando que posiciones no
mutadas como: T134, W151, L192 y Q224, sean las mas destacadas en la interaccion

entre las proteinas evaluadas y el receptor SAa2,6, en especial para cCal09.

También se pudo observar que, a pesar de que la proteina cBri18 tuvo cambios
conformacionales en el loop 130 del RBD (capitulo 2), estos no fueron muy significativo
en términos de la unién con el receptor SAa.2,6, dado que, como se muestra en las figuras
32 y 33 (A) la energia total y la contribucion energética fue muy similar a la observada en
cSyd22.

Sin embargo, los analisis realizados entre cBri18 y el receptor SAa2,3, en comparaciéon
con el receptor SAa2,6, podrian dar pie a que estos cambios conformacionales si tuvieron

efectos en la union con SAa2,3.

Primero, pudo haber tenido efecto en el asentamiento del receptor SAa2,3 en el RBD de
cBri18 y las regiones con quién formé enlace. Como se ilustra en las figuras 31 (Dy E) y
29 (D), el receptor SAa2,6 se mantuvo en el centro del RBD de cBri18, formando enlaces
con las tres regiones, loop 130, hélice 190 y loop 220, mientras que el receptor SAa2,3 se
desplazé en direccion del loop 130, formando enlaces principalmente con los residuos del
loop 130 y la hélice 190, pero no con el loop 220 como se muestra en la figura 31 (K) y 29
(H). Esto se reforzado con lo encontrado en un estudio previo, en donde Segun Ni y

colaboradores, los cambios conformacionales que sufre el loop 130 determinan las
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diferentes posiciones de asiento de los receptores unidos dentro RBD del receptor de los
HA.

Segundo, pudo haber tenido efecto en la unién con el receptor SAa2,3. La figura 28 y 12
(B) muestra que SAa2,3 no formd interaccion efectiva con cCal09 y cSyd22, pero con
cBri18 si, esto también es reforzado por Ni y colaboradores, dado que ellos encontraron
en el mismo estudio que los cambios conformacionales del loop 130 puede alterar la
uniones y la especificidad por los receptores. Dado que, como se mostro en el capitulo 2,
estos cambios conformacionales no son presentados por cCal09 y cSyd22, se sugiere que
esta pudo haber sido la razén por la que el receptor SAa2,3 formé interaccién con cBri18,

pero no con cCal09 y cSyd22.

Al retomar la hipotesis planteada en el capitulo 2, en donde se propuso que las mutaciones
unicas que presenta cBri18 (R46G, P283A y 1299V, ver tabla 4) podrian tener relacién con
los cambios conformacionales que esta presentd, se sugiere que dichas mutaciones
también podrian estar ocasionando un incremento en la afinidad por el receptor aviar
SAa2,3. Al hacer una busqueda en la literatura en la base de datos de Flusurver acerca
de la relacion de estas mutaciones con la alteracion de especificidad por el receptor, solo
se encontrd que segun Huang y colaboradores la mutacion R46G se encontrd en un grupo
de mutaciones que permitieron que virus de H7N9 se unieran con mayor afinidad al
receptor SAa.2,6, mostrando que esta mutacion esta relacionada con la alteracion de unién
a receptores (Huang etal., 2017). Aun asi, estudios adicionales son necesarios para

evaluar la presencia de las mutaciones en relacion al adaptacion al receptor aviar SAa2,3.

En sintesis, en este estudio se evalué el efecto de las mutaciones en la energia de las
proteinas consenso de interés del linaje HIN1pdm en Colombia denominadas cCal09,
cBri18 y cSyd22 en complejo con los receptores celulares de ave SAa2,3 y humano
SAan2,6. Los calculos de la energia de unién calculada con MMGBSA muestra que cBri18
y ¢Syd22 disminuyeron la afinidad por SAa2,6 en comparacién con cCal09, una cepa
altamente homologa con la cepa de referencia A/California/07/2009, pero no se pudo
establecer qué mutaciones generaron dicha disminucion. Por el contrario, si se lograron

identificar 3 mutaciones que pueden haber generado un incremento (R46G, P283A y
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1299V) por la afinidad aviar a cBri18, a pesar de que estas no se encuentran en el RBD.

Finalmente, todas las proteinas evaluadas presentaron mayor afinidad por SAa2,6 que por

SAn2,3, sugiriendo que el linaje pandémico sigue teniendo preferencia por el receptor

humano SA«2,6 que por el aviar SAo2,3.

Conclusiones

La caracterizacién de las mutaciones de la HA del VI pandémico reportados en
Colombia, permitio su clasificacion segun su significancia, frecuencia y prevalencia
en el pais. Demostrando que las mutaciones de alta frecuencia con baja
significancia (1322V, P84S, S204T, K44R, N130S, A187T, S186T, S452N, K164Q,
K284E, A356T, E500K, S85N, 1217T S75R, S165T y 1296V) posiblemente han
favorecido el establecimiento del virus en esta region, mientras que las mutaciones
de alta significancia con baja frecuencia (D223G, Q224R y Q194R) al parecer no
ha aportado al fitness de estos virus. Por otro lado, las mutaciones de alta
frecuencia con nivel de significancia medio (E375K y S163N) pueden estar
contribuyendo al éxito del virus, favoreciendo el aumento de la virulencia y la
capacidad de evadir la respuesta inmune.

La metodologia de modelamiento estructural del VI aplicada en este estudio
demostrdé que permite hacer analisis de mutaciones de manera exitosa. Sirviendo
de base para futuros estudios sobre la diversidad genética de las cepas circulantes
del linaje HIN1pdm en Colombia y otras regiones del mundo. Estos modelos que
incluyen las mutaciones mas predominantes generaron la oportunidad de estudiar
con mayor profundidad el efecto que dichas mutaciones tienen sobre la estructura
viral a lo largo del tiempo. Destacando que los modelos cBri18 y cSyd22, que
representaron las cepas que circulan actualmente, tuvieron una disminucién en su

afinidad por el receptor celular humano en comparacion con la referencia cCal09,
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lo que conlleva a la posibilidad de que estos virus puedan ampliar a futuro su
preferencia de huésped hacia otras especies o de lo contrario perder esta habilidad.
Todas las proteinas evaluadas de los virus repostados para Colombia demostraron
una mayor afinidad por el receptor humano, lo que sugiere que los virus
pertenecientes al linaje pandémico aun mantienen su preferencia por el huésped
humano.

El modelo cBri18 fue el unico que reporté afinidad por el receptor aviar SAa2,3. Y
que ademas puede que este fendmeno estuviera fuertemente influenciado por el
cambio conformacional en el Jloop 130, probablemente provocado por las
mutaciones unicas observadas (R46G, P283A y 1299V), lo que sugiere que estas
mutaciones podrian estar influenciando la preferencia de unién por el receptor

aviar.
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8.

Anhexos

Los anexos se adjuntan en una carpera de drive para facilitar el acceso por parte de lector:
https://drive.google.com/drive/folders/1dZapWX0my5jrD3pW4v73Y AdOrPAMLIR?usp=s

haring

Anexo 1. Arbol filogenético de maxima verosimilitud: Arbol de maxima
verosimilitud de HA de VI en Colombia con referencias de linajes Euroasiatico,
Humano estacionario, porcino clasico y pandémico generado en IQtree con un
modelo sustitucional GTR+I1+G y 100 bootstraps. Las ramas que pertenecen a
secuencias del estudio se marcan de color rojo y las de referencia de color gris.
Anexo 2. frecuencia de mutaciones: La frecuencia de todas las mutaciones
identificadas en la HA de los VI de linaje H1IN1pdm en Colombia se muestran en
frecuencias de mayor a menor. Adicionalmente estas mutaciones se colorean de
acuerdo con las categorias mostradas en la tabla 2.

Anexo 3. Arbol bayesiano en escala de tiempo: Filogenia del gen HA de los VI
de linaje H1IN1pdm en Colombia en el tiempo, este arbol fue inferido usando
analisis bayesiano y se construy6 con Beast usando el método MCMC (Markov
Chain Monte Carlo) con 100 millones de generaciones. los tiempos del ancestro
comun mas reciente entre H1-lIAV se muestran en los nodos de rama.

Anexo 4. Arbol bayesiano con mutaciones: Comparacion de las relaciones
filogenéticas de los virus y las todas las sustituciones adquiridas en el tiempo para
las HA de los VI de linaje HIN1pdm en Colombia. Este arbol fue inferido usando
analisis bayesiano y se construy6é con Beast usando el método MCMC (Markov
Chain Monte Carlo) con 100 millones de generaciones. Las mutaciones se colorean
de acuerdo su categoria descrita en la tabla 2.

Anexo 5. Alineamiento de secuencias consenso: Muestra el alineamiento de 5
secuencias consenso cCal09, cMi15, cBri18, cGM19 y cSyd22 calculados a partir

de 5 clusteres formados por las HA de los VI de linaje HIN1pdm en Colombia.
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